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1 INTRODUCTION

La motilité cellulaire se définit comme la capadiféne cellule a se déplacer de maniére
active, par opposition au terme de mobilité quivaee au simple fait qu’un objet se déplace
ou reste immobile. La motilité cellulaire supposad la mise en place et la coordination par
une cellule de divers mécanismes moléculaires erdelse mouvoir.

La motilité cellulaire intervient chez de nombresisespéces, des plus simples au plus
évoluées. Les enjeux de cette capacité a se déglacwent varier de cellules a cellules
(recherche de nourriture pour des bactéries etadekes, cicatrisation pour des fibroblastes
ou kératocytes, lutte contre les pathogénes sunéutrophiles...).

Différentes stratégies sont mises en place. Lélisaiton dépend du type de cellule et de leur
environnement (déplacement en deux ou trois dibeaspar exemple), et peut impliquer
l'utilisation d’organes accessoires comme desailgles flagelles. Nous ne détaillerons pas
ces différentes motilités, mais nous nous conceatgesur une motilité de type neutrophile
ou amibienne.

Les neutrophiles sont des cellules capables deéplaakr a lintérieur des tissus pour y
traquer d’éventuels pathogenes. Cette traque mguela motilité dirigée par des molécules
chimiques produites par les agents pathogénes, I'gme appelle chimiotactisme, et
I'absorption des agents repérés par phagocytapar€fil.1).

Fig 1.1: Neutrophile repérant (1), poursuivant (2) etaglecytant (3) une bactérie
(entourée en blancjAlberts et al., 2002)
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Dictyostelium discoideunest un organisme unicellulaire motile dont le congment
ressemble a celui des neutrophiles. Au cours deh@se, jai choisi de m'intéresser a la
motilité de cet organisme modele. Dans un preneigpt, je vais présenter cet organisme en
insistant sur ses atouts en tant que modéle d'gtpdis je détaillerai les mécanismes
moléculaires a 'origine du mouvement de ces cedldinsi que les voies de signalisation les
régulant. Je parlerai ensuite de la mécano-seisilié ces cellules et des expériences de
motilité induite par un flux réalisées au laboregoprécédemment, avant de présenter les

objectifs de ma thése.

1.1 L’amibe Dictyostelium discoideum

1.1.1 Dictyostelium discoideum comme modéle d’étude

Dictyostelium discoideurast un organisme eucaryote unicellulaire décowaans les années
1930 par Raper (Raper and Smith, 1939). Le génomedite amibe, haploide, a été
entierement séquencé (Eichinger et al., 2005¢ d@mpose de 34 Mégabases, réparties sur 6
chromosomes, et contient environ 12500 génes.ré dié comparaison, c’est deux fois plus
gue la levureSaccharomyses cerevisié@O00 genes environ), et presque autant que ogrtai
organismes pluricellulaires comnigrosophila melanogastef14000 genes environ). Au
niveau phylogénétique,Dictyostelium discoideuma divergé apres la séparation
plante/animaux, mais avant celle entre animaukatpignons (figure 1.2).

Néanmoins, du fait d’'une évolution moins rapideditance entr®ictyosteliumet I'hnomme
est moindre que celle entre ’lhomme et la leVsireerevisiaeEn particulier, une trentaine de
genes orthologues a des génes impliqués dans dadiesehumaines ont été identifiés, dont 5

sont absents des génomes de leyhiehinger et al., 2005)



tel-00193002, version 1 - 30 Nov 2007

S. cerevisiae
S. pombe Newrospora

Dictyostelium

discoideum Human Fisl
Flatre B Ciona
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Arabidopsis
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Fig 1.2 Arbre philogénétique réalisé a partir desoggomes de 17 organisn
eucaryotes et de 6 archébactéries. Lagloeur relative des branches est donné
Darwins ( 1 Darwin = 1/2000 de la divergence ensS. cerevisiaeet '’homme’
(Eichinger et al., 2005)

Dans la natureDictyostelium discoideumit dans les sous-sols boisés en se nourrissant de
bactéries par phagocytose. Les souches utilisébaratoire ont subi des mutations qui leur
permettent également de se nourrir par macropineeytie milieu axénique (ne contenant pas
de bactéries) (Williams et al., 1974).

En présence de nutrimeniBjctyosteliumexiste et se multiplie sous la forme de cellules
isolées, d’environ 10um de diamétre. Cette phaseraissance des cellules est dite phase
végétative. En cas de carence nutritive, les aadlabssent de se diviser et s'engagent dans un
processus de développement (figure 1.3, pour uneereoir (Coates and Harwood, 2001) ou
(Aubry and Firtel, 1999)): les cellules produisesit relayent un signal d’AMPc, et se
déplacent vers la source de ce signal par chintistae. De cette maniere, des agrégats de
10° cellules environ se forment entre 5 et 10 heuregsale début de la carence. Chaque
agrégat va ensuite évoluer pour former une stractllongée dite de limagon, capable de se
déplacer. Au sein de cette structure, les cellséedifférencient en deux types distincts, des
cellules dites pré-tiges (environ 25% des cellukgspré-spores (environ 75% des cellules).
Enfin, le limagon va se relever pour former la fiication finale : une tige de cellules mortes
surmontée d’'un amas de cellules dites sporesrésistantes et susceptibles de redonner des

cellules végeétatives si les conditions nutritivedaviennent favorables.
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Figure 1.2 : Etapes du cycle de développement de Dictyostaliscoideum photos :

Laurence Aubry
Au cours de ces différents cycles de vie, I'ambietyosteliumest donc capable de se
déplacer spontanément ou par chimiotactisme (lemiglé foligue en phase végétative et vers
'AMPc en phase agrégative), de phagocyter descpés, de se différentier en deux types
cellulaires, et de former des structures organisées
La manipulation de I'amibe est relativement simfdeganisme non pathogéne, croissance
assez rapide avec un temps de doublement de 1@shenviron, température optimale de
croissance de 21°C) et il existe de nombreux outisléculaires pour inactiver ou
séquencéDictyosteliumprésente donc de nombreuses fonctions que I'oouet chez des
eucaryotes plus évolués, mais a I'avantage d’étrerganisme plus simple et plus aisément
manipulable, ce qui en fait un bon modéle d’étudailleurs, Dictyostelium discoideurast
reconnu par le NIH (National Institutes of HealthGA) comme modéle pour la recherche

biomédicale depuis 1999.

Nous allons maintenant évoquer les mécanismes gungitent aDictyosteliumde se

MOuVOiIr.
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1.1.2 Motilité cellulaire deDictyostelium discoideum

L’amibe Dictyostelium discoideurast capable de se déplacer sur une surface dtessevde

l'ordre de 10um/mn. Cette motilité dite amibienneup étre décomposée en un cycle

comportant trois phases (figure 1.4) :

I'émission de protrusions au front avant de la cellle ( a et b ) C'est-a-dire une
déformation de la membrane qui peut avoir des ferdieerses. La cellule doit donc
exercer des forces sur la membrane pour la dépl@esrforces sont obtenues grace a
la polymérisation de filaments d’actine.

I'adhésion de ces protrusions sur le substratc ). L’adhésion des protrusions sur le
substrat permet d’exercer des forces pour tireceiule vers I'avant. L’adhésion
cellulaire met en jeu de nombreux assemblages mlaiées, parmi lesquels des
protéines de type intégrine.

le détachement et la rétraction du front arriere dela cellule ( d et e )Une fois la
cellule bien étirée sur la surface, elle doit seti@xter avant de pouvoir s’étendre a
nouveau. Cette phase nécessite d’exercer des fdecesntraction a l'arriére de la
cellule. Elle met plus particulierement en jeu @ssemblages de myosine Il et de

filaments d’actine.

Fig 1.4 : Modéle du cycle du
mouvement cellulaire pour des
cellules Dictyostelium. La
fleche grise indique le sens du
mouvement. En gris, les zones ou
la cellule exerce des forces
(fleches noires) pour déformer sa
membrane. Les points
d’adhésion avec le substrat sont
représentés en noir.

d’aprés (Uchida et al., 2003)

Les trois phases ne sont pas indépendantes : tdication temporelle et spatiale entre les

différentes phases est un élément essentiel peulaqeellule avance correctement.

Pour se déplacer, la cellule doit étre capable alesger sa membrane a I'avant et de tirer

celle-ci a l'arriere, et donc d’exercer des fordgsxistence de ces forces peut étre mise en

évidence en déposant les cellules sur un subgifatrdable. (Uchida et al., 2003). Dans ce
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qui suit, nous allons revenir sur I'origine moléiue de ces différentes forces, puis nous nous

intéresserons aux voies de signalisation qui rédguecoordonnent leurs actions.

1.2 Mécanismes moléculaires de la motilité cellula : le
cytosquelette

Le cytosquelette est un élément essentiel powgdanse mécanique des cellules. Comme son
nom l'indique, c’est un vrai squelette interne deckllule qui sert entre autres au transport
d’organelles, a la division cellulaire et a la nit#ticellulaire. CheDictyostelium il est formé

de deux types de protéines, formant deux réseafiladents :

- les microtubules, longs filaments assez rigideagueur de persistancg £ 6mm)
sont composés de monomeéres de tubuline. Ces filamgont principalement
impliqués dans le maintien de la forme des celjuass le transport intracellulaire, et
dans la division cellulaire. lls ne semblent papliqués dans la motilité cellulaire, du
moins dans la production de forces cBéatyostelium méme s’ils pourraient jouer un
réle de stabilisation des protrusions (Ueda etl@07)

- les filaments d’actine, beaucoup plus souplgs~(l18um) sont formés a partir de

monomeres d’actine.

1.2.1 Les filaments d’actine

L’actine est une protéine de 375 acides aminéspaids moléculaire 42 kDa, et dont la

séquence est trées conservée au cours de I'évaluGaest une des protéines les plus

abondantes de la cellule, avec une concentratidormiee de 100uM dans le cytoplasme.

Pale -

Fig 1.€ : Modele structural d
'actine-G. L’ATP (fleche) e
fixé dans une crevasse sit
entre deux domaines. @pres
(Bray, 2001))

10
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La structure de l'actine est connue ((Kabsch et1&90), voir figure 1.5). La molécule a une
forme globulaire, avec une cavité qui rend la pnatéasymétrique. A l'intérieur de cette

cavité se trouve un site de liaison a 'ATP/ADP.

Chaque molécule d'actine est capable de se liéaudrds molécules d’actine pour former un
polymeére qui peut atteindre plusieurs pm de loregpblymere obtenu a la forme d’un long

filament ayant une structure en double hélice (Bgli6). De plus, il est polarisé, du fait de la
non-symétrie des monomeéres d’actine. En effet, whaxtrémité du filament exposant des
résidus differents du monomere d’actine, les dedsémités ont des propriétés différentes et
interagissent avec des molécules difféerentes. @inidainsi une extrémité +, dite « barbée »
et une extrémité —, dite « pointée ». Pour distmgiactine sous forme monomérique de
I'actine présente sous forme de filament, on partBactine-G (pour globulaire) dans le cas

du monomeére libre et d’actine-F pour les filaments.

Fig 1.€ : Structure d'un filamel
d’actine. Les monomeres sont assc
en double hélice a brins parallél
Chaque monomere est en contact
guatre autres (Bamburg et al., 1999).

bY

L’actine-G commence a polymériser spontanémentascdncentration en monomere est

Supérieure a une concentration critique Ia valeur de €dépend du fait que le monomere
d’actine soit lié & une molécule d’ATP ou a une écale d’ADP (G de respectivement
0,12uM et 2,0uM). L'actine-G polymérise donc plasifement lorsqu’elle est liée a I'ATP.
La polymérisation se déroule alors en deux phdipsd 1.7) : une premiére étape, lente, dite
phase de nucléation, pendant laquelle des monom@ssemblent pour former des triméres
d’actine. Une fois ces trimeres formés, les filataetroissent rapidement par addition de

monomeres aux extrémités. C’est la phase d’élomgales filaments.

11
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Fig 1.7 : Les deux étap
de la polymérisatic
d’actine. (a) La premiér

étape, la plus lente, est
nucdeating formation d'un trimér
@ par nucleation de l'actir-
G. (b) Une foisce trimert
formé, les monomer
s’associent et se dissoci
pour former un filamel

(Bray, 2001).

actin ]

filament nucleating
(b) oligomer

Une fois cette phase d’élongation enclenchée, kEnpmene de polymérisation peut étre
décrit comme un équilibre dynamique entre assaciatie monomeres (qui dépend de la
concentration en monomeres libres), et dissocial®monomeres. La vitesse de croissance

d’un filament peut alors s’écrire :
V=K, X [actine— G] = K¢

A la concentration critique okkon, la polymérisation est en équilibre avec la
dépolymeérisation.

On a vu que les deux extrémités d’un filament mégtiapas identiques. Cela se retrouve aussi
au niveau des vitesses de croissance a chaquendgtré 'extrémité barbée (+) croit plus
vite que I'extrémité pointée (-) (Pollard and Bgri2003).

En résumé, on a une polymérisation préférentiedld’attine-G liee a I'ATP a I'extrémité
barbée du filament. Une fois polymeérisé, I'ATP eapidement hydrolysé en ADP. Et a
l'extrémité pointée, les monomeres d’'actine liesADP ont tendance a se dissocier du
filament. Il en résulte un mouvement de tapis moul@u treadmilling) des monomeres de
'extrémité barbée vers I'extrémité pointée. Ce n@uent a pu étre observé directement a

I'aide de monomeres d’actine fluorescents (Fujivetral., 2002)

On a vu précédemment du'vivo, la concentration d’actine est de I'ordre de 10©r la
moitié seulement de cette actine est présentefeoug d’actine-F. Au vu de la concentration
critigue de polymeérisation, on s’attendrait pouttarce que 99% de l'actine soit sous forme
filamenteuse. D’autre part la cellule est capal@deébrganiser son cytosquelette en quelques
secondes (Schleicher and Noegel, 1992). Il existec ddes systéemes de régulation de la

polymérisation de I'actina vivo.

12



tel-00193002, version 1 - 30 Nov 2007

En effet, l'actine interagit avec de nombreusegines, que ce soit sous sa forme actine-G
ou actine-F. Les assemblages formés sont a I'arigenla motilité en permettant I'application

de forces et la polarisation de la cellule. Nousnsl maintenant détailler la nature de ces
assemblages moléculaires en fonction de leur kat#din dans la cellule et de leur rble dans la

motilité.

1.2.2 Polymérisation d’actine et protrusions au frat avant de la cellule

Dans les protrusions, il y a polymérisation rapitds filaments d’actine (Condeelis, 1993).
Les protéines chargées de réguler cette polymiénisagpeuvent étre classées en 6
catégories (voir figure 1.8):

* les protéines qui séquestrent I'actine globulairesgquestering proteins)
Ce sont des protéines qui, en se liant a I'actinedsaissent la concentration d’actine-G libre
au voisinage de la concentration critique. Les dergs formés constituent un réservoir
d’actine-G facilement mobilisable grace a leur libffinité avec les monoméres d’actine
(Kd = 0,7 uM) (De La Cruz et al., 2000). La thynmesf4 et I'actobindin font partie de ces

protéines. Il existe trois homologues de cett@idee cheDictyostelium

* les profilines, qui lient I'actine-G et accélerent’échange de I'ADP en ATP :
En facilitant I'échange de 'ADP en ATP au nivedurg sous-unité d’actine-G, la profiline
favorise la liaison de cette sous-unité a I'extténfiarbée d’un filament et donc accélére la

polymérisation.

* Les protéines qui aident la nucléation de filamentd’actine :
Ces protéines se lient a plusieurs unités d’aainkes positionnent de fagon a engendrer la
croissance d’'un nouveau filament ou d’'une nouvietenche sur un filament existant. Ceci
permet d’accroitre la capacité de I'actine a foraenouveaux filaments. Par exemple, citons

le complexe Arp2/3 et la protéine WASP, les forrsine
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* Les protéines de coupe ou de fragmentatiofsevering proteins) :
Ces protéines se lient aux filaments d’actine et deupent. Cela permet d’accélérer le
turnover des monomeéres d’actine. C’est le cas pample de '’ADF/cofiline qui accélére la
dépolymérisation des filaments d’actine a I'extrénmointée du filament (Theriot, 1997).

Figure 1.f: Les protéines de liaison a l'actinéd. Une protéine (rouge) séquestre
monomere d’actine-@. Protéines denucléation, comme le complexe ARP2/3 (en f
de U) ou WASP (en forme de V). Protéine de coupeD. ADF/cofiline, coupe e
extrémités pointées et favorise la dépolymérisatiorProfilines, se lient a l'actin& e
favorisent I'échange de 'ADP en A. F. Protéines de coiffe (rougels. protéine d
réticulation. (tiré de (Borisy and Svitkina, 2000))

14



tel-00193002, version 1 - 30 Nov 2007

» Les protéines de coiffe (capping proteins) :

Ces protéines se fixent aux extrémités des filamdiaictine, empéchant leur €longation. Cela
favorise la densification du cytosquelette d’actim¢ permet d’exercer des forces plus

importantes. Parmi ces protéines, on peut citeB2/@d. (Eddy et al., 1996)

» Les protéines de réticulation (cross-linking proteis) :

Ces protéines lient les filaments d’actine entre. élela permet de rigidifier les filaments
d’actine.

Toutes ces familles de protéines sont présentes Biutyostelium discoideumPour une

revue, on pourra consulter (Eichinger et al., 18#6hinger et al., 2005).

En partant de protéines purifiées, il a été moqu& partir d'un jeu de seulement cinq
protéines (actine, ARP2/3, gelsoline, ADF et WASR)en présence d’ATP on pouvait
propulser des billes de quelques microns de dian{&arlier et al., 2003). Les forces mises
en jeu ont été estimeées, a l'aide de billes atexldéune micropipette, a quelques nN. (Marcy
et al., 2004). Ce mouvement a base de polyménsdterctine explique le déplacement de la
bactérieListeria monocytogenedans le cytoplasme des cellules infecté®s retrouve ce
type de structure au niveau des protrusions ddslezlmotiles ((Schafer et al., 1998),
(Bretschneider et al., 2002), (Carlier et al., 200Bes forces mises en jeu au niveau de ces
structures sont du méme ordre de grandeur, bienlegugariations entre types de cellules
soient importantes (de 1 nN polictyosteliuma quelques dizaines de nN pour des
fibroblastes par exemple, voir (Fukui et al., 2000)(Balaban et al., 2001)).

1.2.3 Complexe actine/myosine Il et rétractions afront arriére de la

cellule

Au niveau du front arriere des cellules, le cyck mblymérisation/dépolymérisation des
filaments d’actine est moins actif, et la forceammtraction nécessaire a I'avancement de la
cellule est produite non pas par la polymérisatienl’actine, mais par le déplacement de
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moteurs moléculaires, notamment de la myosinautljes flaments existants. Le mouvement
polarisé du moteur est assuré par I'associatida dissociation successive des deux tétes de

la myosine Il avec un filament d’actine.

La myosine Il est une grosse protéine composéezdr chaines lourdesZ20kDa) et deux
chaines légeres=20kDa). Chaque chaine lourde peut elle-méme étitelécomme
'association de deux domaines : une téte globellpmssédant des domaines de liaison a
'actine et a 'ATP, et une longue queue en hépee laquelle sont reliées les deux chaines
lourdes (figure 1.9). Ces chaines lourdes constitiee moteur moléculaire proprement dit,

alors que les chaines légéres n’ont qu'un réleédalation de I'activité du moteur.

150-nm-long o-helical coiled-coil tail

light
chains

Subfragment 1
or S1

Figure 1.¢: Structure de la myosine Il, montrant I'enchevéeatdes det
chaines lourdes (gris) et des deux chaines ledams (Bray, 2001).

Les myosines Il sont capables de s’associer paurdiodes agrégats bipolaires (figure 1.10).
Ces assemblages se font via un site d’interactitue sur la queue des myosines. Les
myosines s’assemblent tétes béches, d’ou la foomdtune structure bipolaire présentant des
tétes globulaires a chaque extrémité. Cette stigparticuliere permet aux agrégats de
myosine de s’attacher a deux filaments d’actiner@&me temps. En se déplacant sur ces
filaments, elle provoque la contraction du réseagtohe, lié a la membrane plasmique, et
permet la traction de I'arriére de la cellule (figu..10).

Différents signaux régulent la contraction et lemblage des myosines, comme par exemple
I'état de phosphorylation des différentes sousésnita formation de multiméres de myosine
Il nécessite la phosphorylation des chaines I&géeela myosine Il par une myosin light
chain kinase (MLCK). En effet, en I'absence de phasylation, la queue de la myosine est
repliée et le site de liaison n’est pas exposéi(éd.11).
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A . ,
%L D Fig 1.10 : A. Agréegat
MONGMER T bipolaires de molécules

myosine 11.B. Contraction du
o a la myosine Il (d’apreg¢Bray.
2001) et (Alberts et al., 1994))
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(d’aprés (Bray, 2001))

myosin tail
extended
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Au contraire, la déphosphorylation des chaines ksirest une condition nécessaire a la
formation des agrégats de myosine Il. Une foisaggggats formés, la phosphorylation des
chaines lourdes entraine leur désassemblage.@bypstelium trois kinases phosphorylant
les chaines lourdes ont été identifiées et notéElCIKAA, MHCK-B et MHCK-C (pour
myosin heavy chain kinase). Elles ont toutes dealikations et des réles distincts ((De la
Roche et al., 2002),(Liang et al., 2002)).
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L’existence de ces quatre kinases pour une mémgipeo montre I'importance d'une
régulation fine des interactions entre myosine iktmients d’actine pour la cellule. La
formation de complexes myosine Il / filaments diaetpermet la production de forces de
contraction lors de la division cellulaire et de la mignaitellulaire. Dans les cellules motiles,
ces complexes sont localisés au front arrierege®ftckllules dépourvues de myosine Il sont

incapables de rétracter ce front arriere ((Fukui et a87)1gUchida et al., 2003)).

1.2.4 Molécules de I’Adhésion cellulaire

Pour se déplacer sur une surface comme pour yerxaes forces, les cellules ont besoin de
s’ancrer solidement sur le substrat. Ce lien aveuilieu extérieur se fait par I'intermédiaire
de protéines d’adhésion. Suivant la nature des ctntdifférentes molécules peuvent étre
impliquées. La famille des cadhérines intervient gga@mple dans I'adhésion cellule-cellule.
Pour ce qui est de I'adhésion entre une cellula ehatrice extracellulaire absorbée sur un
substrat solide, les principales molécules impliguéeez les eucaryotes supérieurs sont les
intégrines. Ce sont des protéines transmembrarnamposées de deux sous-unités, natees
et B, et qui sont reliées d’'une part a la matrice egtéd, et d’autre part au cytosquelette

d’actine via des complexes de protéines appelés poirgaxatadhésion (figurel.12).

dactne Fig 1.1z: représentatio
schématique d'un poi
focal d’adhésior (Alberts

et al., 1994)

a-actinine

Protéine
de coiffe

paxilline

™ taline
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Dans les points focaux des eucaryotes supériewssintégrines servent de récepteurs en
venant se fixer sur des molécules de la matriceaesdiulaire (fibronectine , vitronectine ou
laminine par exemple). Du cété intracellulaire, legrines interagissent avec différentes
protéines comme la taline, la paxilline, la vinculime I'a-actinine qui sont également liés
aux filaments d’actine. Les intégrines interviennggms de nombreuses voies de signalisation
intracellulaire, via par exemple l'activation de MA#nhases (Mitogen Activated Protein
kinase), ou de la tyrosine kinase FAK (Focal Adhe#{inase). La signalisation induite peut
dépendre finement des interactions avec la magxteacellulaire. Par exemple, les liaisons
des intégrines a deux domaines distincts de laniamil induisent d’un c6té I'activation de
FAK et un remodelage du cytosquelette, permettétalEment et la migration des cellules, et
de l'autre cbté la phosphorylation d’Erk, permetténtsurvie a long terme des cellules
(Desban et al., 2006).

De ce fait, ces points focaux sont non seulemenpdeds d’adhésion privilégiés mais aussi
de bons vecteurs pour transmettre des forces osigleaux entre l'intérieur et I'extérieur de

la cellule.

L’existence de tels points focaux d’adhésion n'a @& démontrée ch&ictyostelium méme

si au niveau génomique l'amibe possede des homedogliune partie des protéines
impliqguées dans ces complexes d’adhésion (talmectinine). La taline est d'ailleurs
impliquée dans I'adhésion cellulaire cHectyostelium ((Niewohner et al., 199G¢ebbie et
al., 2004)). L'analyse du génome d&ctyosteliumne fait en revanche pas apparaitre
d’homologue des intégrines. Néanmoins, plusieursepres impliquées dans I'adhésion ont
ete identifices: les cellules dépourvues de SadAe wrotéine a 9 domaines
transmembranaires, ou de Phgl, autre protéine tramsrapaire isolée dans un crible de
mutants de phagocytose, ont un défaut d’adhésgsnniarqué ((Fey et al., 2002),(Benghezal
et al., 2003; Cornillon et al., 2000)).

Plus réecemment, une protéine membranaire impliqaée tadhésion dBictyosteliuma étée
découverte (Cornillon et al., 2006). Baptisée SibAn(&ir to Integrin Beta), elle présente des
séquences caracteristiques flaatégrines et se lie a la taline. Cing protéinesedype ont
été identifiées chebictyostelium et pourraient étre des homologues fldaatégrines des
eucaryotes supérieurs. En revanche, aucun homobbggee-intégrines n’a été identifié chez

Dictyosteliumjusqu'a présent. J'ai participé a ce travail enlisaat des mesures de la
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contrainte nécessaire pour détacher des cellujgsudéues de SibA (dispositif expérimental
décrit dans la partie Matériels et Méthodes).

Sur un plan plus fonctionnel, des structures rigreactine, d’'un diametre de 0,5um environ,
ont été déecouvertes sur la face ventrale de cslDietyostelium(face en contact avec le
substrat). La membrane plasmique est plus proch&uldstrat en ces points, appelés foyers
d’actine (ou actin foci) (Uchida and Yumura, 2004¢s auteurs ont aussi montré a l'aide
d’'un substrat déformable que la transmission deeforau substrat se faisait via ces foyers
d’actine. Ces structures ressemblent donc fonctionnatieaux points focaux d’adhésion.
D’autre part, les aires de contact avec le substrat ne astegpmeémes selon que la cellule est
en phase végétative ou en phase de développemert.|®aas d’'une cellule végétative, la
surface de contact, visualisée par RICM (Reflexiaterference Contrast Microscopy, voir
Matériels et Méthodes), est équivalente a la sunfacgetée de la cellule. Pour des cellules en
train d’agréger, les zones de contact sont beauptugp petites. La cellule doit donc étre
capable de réguler la dimension de ces zones. ((Weber et9#l),etSigure 1.13)

Les connaissances sur I'adhésionDietyostelium discoideursont donc encore partielles, et
il reste du travail pour isoler tous les élémentsrivenant dans ce processus, et comprendre le

role de chacun.

Fig 1.12: A et B: Aire de contact et conto
cellulaire de deux cellules Dictyosteliui
sauvages, unen phase végétative (A), et l'at
en phase d’agrégation (B). Les zones de co
apparaissent en noir et sont obtenues par R
Les contours cellulaires, soulignés en blanc,
visualisés par bright field microscop@Veber ¢
al.,, 1995). C: Exemples de foyers d’acti
visualisés en RICM (points noirs, Vvoir

particulier les zones entourées en rou(Uchide
and Yumura, 2004).
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Nous venons de voir quels assemblages moléculaires pemiradictyosteliumd’adhérer sur

des surfaces et de produire les forces nécessaigss motilité. Un déplacement efficace
suppose également, comme on I'a vu, une bonne latialisde ces forces et une polarisation
de la cellule. Nous allons maintenant décrire leiesvale signalisation impliquées dans la

polarisation des celluld3ictyostelium discoideunmotamment au cours du chimiotactisme

1.3 Voies de signalisation impliguées dans la polaation
cellulaire et le chimiotactisme

Le chimiotactisme est un processus par lequel adignt chimique extérieur est détecté par
des récepteurs cellulaires, ce qui conduit a un mmewnt dirigé de la cellule dans la direction
du gradient.

Dictyostelium discoideura beaucoup été utilisé pour découvrir et compeehels voies de
signalisation permettant a une cellule de se mHamt de se déplacer dans un gradient de
chimioattractant (pour des revues, voir (Parent Rrdreotes, 1999), (Kimmel and Parent,
2003), (Merlot and Firtel, 2003), (Parent, 2004)).

Dictyosteliumposséde des récepteurs a '’AMPc uniformément tiéparla surface de sa
membrane plasmique. Ces récepteurs sont coupléss gpmbtéines G hétérotrimériques,
protéines composées de trois sous umitdsety et se liant au GDP a I'état inactif. La liaison
de 'AMPc a son récepteur entraine I'activatiorabatque de protéines {g, par échange du
GDP en GTP. Les sous unitées, @ Gg, se dissocient alors et servent de messager
intracellulaire pour activer différentes voies dgnalisation. Les principales sont (Kimmel
and Parent, 2003):

- La regulation de la concentration locale en PJ&MR, via l'activation et le
recrutement a la membrane des phosphoinositideds&s (PI3K), qui phosphorylent
le lipide PI(4,5)R en PI(3,4,5)FP, et la dissociation de la membrane de PTEN
(phosphatase and tensin homolog), qui joue le rble inves@I3K.

- l'activation de la guanylyl cyclase (GC), qui cataliséransformation d’'une molécule
de GTP en une molécule de GMPc. Le GMPc joue un délesecond messager

intracellulaire.
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- lactivation de l'adenylyl cyclase (ACA), qui cdyae la transformation d'une
molécule d’ATP en une molécule d’AMPc. Lors de laagpd d’agrégation du
développement, une partie de cet AMPc est sécréteg. ckllulesDictyostelium
relayent ainsi des vagues d’AMPc qui permettentcalixiles suivantes de rejoindre le

centre de l'agrégat.

A I'endroit ou la concentration de chimioattractast la plus grande, c'est-a-dire au front
avant de la cellule, les PI3K sont activées parmpdetines de la famille Ras, et recrutées a la
membrane plasmique. A linverse, PTEN, qui en l'absede signal est présent a la
membrane grace a son domaine de liaison ap BéRlétache de la membrane au front avant.
(Funamoto et al., 2002). PTEN est alors localisélesircétés et a I'arriere de la cellule, a
l'inverse de PI3K. Cette localisation a pour congdupe une accumulation de PI(3,4 53
front avant de la cellule. Le PJR donc un réle essentiel dans la polarisatiora ehdtilité
cellulaire. Dans la cascade de signalisation ennggpa@ une stimulation chimique, c'est

I'élément connu le plus amont qui présente une asymétrieldaellule (voir figure 1.14).

Fig 1.14 : lllustration de la polarisation de celas chimiotactique : I'étoile er
haut de chaque image indique la source de chimiaettnt. Les GPCR (récepte!
couplés aux protéines G) et sous unit@sdes protéines G sont répa
uniformément dans la cellule. Les RdBrases (PI3K) et les protéines a dom.
PH sont localiées a l'avant de la cellule. PTEN et PAKa sont liséas sur le
cotés et au front arriere. (Comer and Parent, 2002)

L’accumulation de PIPau front avant entraine le recrutement de prosépmssédant un
domaine de liaison au PJRcomme les domaines PH par exemple (pour Plekstimdibgy).

Parmi ces protéines, on trouve PhdA (PH domain-aantaprotein A) la kinase Akt, CRAC
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(cytosolic regulator of adenylyl cyclase) mais ausss protéines comme WASP, agissant
directement sur le cytosquelette d’actine. Suiteua tecrutement, la polymérisation d’actine
au front avant de la cellule et donc la formation de pratnssisont stimulées.

La signalisation induite par le gradient intracklite de PIR ne se limite pas au front avant.
Akt par exemple active PAKa (p21 activated kinage cui se relocalise au front arriere et
régule I'assemblage des myosines Il. C’est aussased’'une autre cascade de signalisation
impliquant le GMPc, via l'activation de kinases ghiosphorylent la chaine régulatrice de la
myosine (Bosgraaf et al., 2002). Le role de ces adagedde myosine-Il du c6té opposé au
coté stimulé par 'AMPc est double : permettre latcaction du bord cellulaire, mais aussi
empécher I'apparition de protrusions au front arriere.

Toutes ces voies de signalisation permettent allale de se polariser, en définissant un front
avant ou l'actine polymérise et un front arrierelatcellule se contracte sous l'action de la

myosine Il. (figure 1.14 et 1.15)

Les cellules phagocytaires comnizctyostelium ou les neutrophiles sont capables de
s’orienter dans des gradients de chimioattractaés faibles, avec des différences de
concentration de I'ordre de 2% entre I'avant efrieae de la cellule. Pour obtenir une réponse
bien polarisée comme décrite précédemment, il dogter un mécanisme d’adaptation et
d’amplification capable de créer un gradient inttldaire beaucoup plus important que le
gradient de chimioattractant.

Ce mécanisme d’amplification fait intervenir desubles de feedback positif ou négatif entre
plusieurs protéines (Weiner et al., 2002). On peet par exemple au front avant une boucle
de feedback positif impliquant le PIP3, les PI3-ke® la polymérisation d’actine et des
petites protéines G comme Rac ((Charest and F#€£6), voir figure 1.15). De plus, les
signalisations au front avant et arriere de lautel$’excluent mutuellement (Xu et al., 2003),
ce qui renforce la polarisation cellulaire. Enfin, mgut noter qu®. Devreotes a montré que
le gradient de PI3K, mais pas celui de PTEN, prégeuntee amplification par rapport au
gradient extérieur dAMPc (Janetopoulos et al., 2004).
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A B gy | Chemoattractant ——
AMPCc
T4

U& pip3 «  RecepteuralAMPC . gy prey
@ L. O Protine @py @ PB

s  Ras | Protéine adomaine PH  Kinase

Fig 1.1%: Voies de signalisation impliquées dans le chiedtsme(Charest and Firte
2006).A : Au front avant, activation des PI3-kinases vasRuite a la liaison de 'AMF
sur son récepteur. La signalisation liée au Plinduite par les PI3K stimule
polymérisation de l'actine. Des boucles de feedbadktent, impliquant nhotamment
PI3K, Rac et la polymérisation d’'acti

B : Localisatin cellulaire des protéines impliguées dans le chiattisme che
Dictyosteliun : les récepteurs et protéinesBysont répartis uniformément ; les PI3Fk
les protéines a domaine PH sont a la membrane thud®la source de chimioattracte
ou l'actine polymérise PTEN se trouve sur les cOtés et a I'opposée deolarce
chimique, a proximité de la myosine Il.

D’autre part, un modéle a été développé par le grals P. Devreotes pour expliquer la
polarisation cellulaire dans un gradient de chitiaatant. Ce modeéle dit LEGI (Local
Excitation and Global Inhibition) se base sur l8dgue la liaison d’'un chimioattractant a son
récepteur entraine une activation locale et ragedia cellule, suivie d’'une inhibition globale,
plus lente. L'activation locale augmente proportiellement a la fraction locale de récepteurs
occupés. L’inhibition globale augmente proportidiemaent a la fraction globale de
récepteurs occupés sur toute la cellule. En régiemmanent, dans un gradient chimique, a

avant de la cellule, I'excitation dépasse l'intibh, ce qui méne a une réponse positive
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persistante. A [l'arriere, linhibition dépasse I'etation et la réponse est négative

((Janetopoulos et al., 2004) ; (Parent and Devreotes, 1280)igure 1.16).

~ Back of cell Front of cell
Response nhibitio Response S
(‘ \ Inhibitor
diffuses
freely

Steady-state
Spatial Response

Excitation

e
inhibition ___r_..x'f

—

-
-

Hesponse
Back Front

[ T

il " il
Lhiemoaliracian] Garadsen

Fig 1.1€: Réponse a un gradient chimique, le modéle LEBXcitatior
locale et inhibition globale. La réponse est poestiau front avant, ¢
I'excitation dépasse [linhibition, et négative auorit arriere, ol
I'inhibition dépasse I'excitation. (Janetopoulosatt, 2004)

Enfin, il faut remarquer que percevoir un gradient¢gondre en se polarisant, et se déplacer
dans la direction du gradient sont trois chosetindies. Dans des cellules exprimant la
protéine fluorescente CRAC-GFP (protéine possédamt domaine PH) et dont le
cytosquelette d’actine a été dépolymérisé par apmitlatrunculine A, CRAC-GFP se
relocalise toujours face a la plus grande conceotral’ AMPc. La cellule percoit donc le
gradient. En revanche, faute de cytosquelette famotip elle garde une forme ronde, non

polarisée, et ne se déplace pas (figure 1.17).
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Fig 1.17: Sensibilité directionnelle et polarisation cebide. Des cellule
exprimant la protéine CRAGFP sont traitées avec 0,5uM de latrunculin
placées dans un gradient dAMPc (source d’/Ac indiquée par I'étoile). Le
cellules montrent un front de CRA®FP orienté vers la source dAMPc m
gardent une forme ronde. Les cellules ont donc wpéacdirection du gradiel
méme si elles ne sont pas capables de se polafizent and Devreotes, 1999)

L’inverse peut également étre vrai, et des cellidagyosteliumn’exprimant pas le gene
aimless par exemple, sont capables de se déplacer et denge dpolariser, mais sont
incapables de répondre a un gradient chimique I(lesal., 1996). Ceci suggére que les
mécanismes qui permettent a une cellule de pencewosignal extérieur et de se déplacer
sont au moins partiellement distincts. Il reste ddmaucoup a faire pour comprendre
comment une cellule est capable de choisir unectthre et de la maintenir, notamment en

'absence de gradient chimique extérieur.

1.4 Mécano-sensibilité cellulaire.

Les récepteurs a chimioattractant ne sont paselels sapteurs dont se servent les cellules
pour sonder leur environnement et répondre a dmsilstions extérieures. Certaines cellules
sont également capables de réagir a la lumieresaidaaux électriques, ou encore a des
forces mécanigues, comme nous allons en donner plusieumpks dans la suite.
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1.4.1 Exemples de cellules mécano-sensibles

La sensibilité mécanique est particulierement irtgpde dans certaines cellules sensorielles
spécialisées. Les cellules ciliees de l'oreille imnég qui jouent un rble fondamental dans
l'audition, sont des cellules spécialisées dansdastiuction du signal mécanique en signal
chimique et électrique. Ces cellules sont disposéesla membrane basilaire de l'oreille
interne, et possédent a leur surface des cils @&sseni paquets. Ces cils sont reliés entre eux
par des petits liens mécaniques (tip-links) qui contrdleaverture ou la fermeture de canaux
ioniques (figure 1.18). Lors de l'audition d’'un soes lvibrations sonores provoquent des
déformations de la membrane basilaire, ce qui a effetr de faire bouger les cils les uns par
rapport aux autres. Ce déplacement étire les tip-linksdeitibouverture de canaux ionigues.

La cellule transmettra ensuite I'information au nerf alitrassmaier and Gillespie, 2002).

Fig 1.1¢ : Mécano-sensibilité¢ des cellules ciliaires de I'diesiinterne: la force
mécanique déforme les cils, ce qui étire les litiks et ouvre un can
transmembranaire qui laisse entrer des ions potassiqui dépolariseront
membrane. L’activation d’'un moteur moléculapar le calcium permet de refern
les canaux, et arréte le flux ionique. Les cilsieament ensuite a leur configurati
initiale.

D’autres cellules, méme non spécialisées, sont capald répondre a l'application d’'une
contrainte mécanique extérieure. Si on soumet ur thpcellules endothéliales a un flux de 2
Pa, on constate au bout de 24h que les cellulesndegentées selon la direction du flux et
ont réorganisé leur cytosquelette (voir figure )L.X®ette réponse fait intervenir le calcium

intracellulaire. (Malek and 1zumo, 1996)
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Flux ==

Fig 1.1¢ : A. Culture de cellules endothéliales provenant de sessi:
sanguins bovins. Elles forment un tapis cellulab@nfluant, mais let
orientation est isotropeB. La méme culture soumise a un flux de :
pendant 24 heures. Cette pression correspond austinguin. Les cellul
se sont alignées dans la direction du fluide. (Malad 1zumo, 1996).

Les cellulesDictyosteliumsont elles aussi sensibles a un flux hydrodynaeniqies cellules
adhérant sur une surface de verre ont une matitpforatoire a une vitesse de l'ordre de 3 a
5 um/min, et changent de direction toutes les utheud minutes environ. Lorsqu’on applique
sur ces cellules un flux hydrodynamique suffisaminfaible pour ne pas les décoller, les
cellules répondent a la stimulation mécanique egrant sur le substrat dans le sens de la
force appliguée. Plus la contrainte de cisaillemdné au flux est importante, plus le
mouvement des cellules est rapide et plus il est oridgtéd€f1.20, (Decave et al., 2003)).
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z Fig 1.20 : A. Distribution
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De plus, cette observation ne refléte pas un simifie mécanique du flux qui pousserait les
cellules. En effet, I'inhibition des PI3-kinases gout de LY294002 ne diminue pas la
vitesse des cellules sous flux, mais rend le mounémetrope (figure 1.21). Il y a donc deux
signalisations mises en jeu dans la réponse dadeseh un flux, I'une impliquant les PI3-

kinases et régulant la directionalité des cellules, etréatontrdlant leur vitesse.

50
30 1 control | 1 control
. B + 34 uM LY294002| 4 [ + 34 uM LY294002
§
& 20 30
]
S‘ 20
o 10
—
4= 10
0 . 0
0 5 | 10 15 20 25 .30 35 40 :\0363 N o v P \,,;o \(bo
instant speed (um/min) angle relative to flow (degrees)

Fig 1.21 : L’ajout d’'un inhibiteur de la PI3K ne ahge pas la vitesse des celll
sauvages AX2 soumises a un flux de 1,8 Pa. En cbheale mouvement devi
isotrope (Decave et al. 2003).

1.4.2 Mécanismes moléculaires de la mécano-sensibil

Canaux_mécano-sensibles

Il doit donc exister dans toutes ces cellules gstemes permettant de sentir une contrainte
mécanique extérieure et de déclencher une voie de sigti@ah spécifique en réponse.

Les premiers candidats pour de telles fonctiong & canaux ioniques. De nombreux
canaux mécano-sensibles ont été deécouverts, dassodgnismes variés (bactéries,
drosophiles, cellules mammifére,...voir (Hamill and Naac, 2001) pour une revue). Tous
ces canaux ont des structures diverses et aucupeersee caractéristique de la mécano-
sensibilité n'a pu étre identifiée. On peut néanmoins doqunelques exemples de ces canaux.

Un des plus étudié est le canal MscL d’Eschericbia Ce canal est constitué de cinq sous-

unités comportant chacune deux domaines transmeailea. Il joue un réle dans la réponse
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de la bactérie a un choc osmotique (Ajouz et al.38L9®es expériences de patch-clamp sur
des liposomes contenant la protéine purifiée onhtrdoque I'ouverture du canal dépend

directement de la tension de la membrane (figure 1.22).

1.0 —
f Fig 1.2z: Probabilité
,-“ d'ouverture Po du
0.6 I,-' canal MscL en fonctic
£ de l'aspiration (pressic
0.4 - /. négative) appliquée sur
membrane par ur
,.JI micropipette (Hamill anc

0.2 1 i Martinac, 2001.

s

40 60 B0 100 120 140 160

Megative pressure (mmHg)

Le mécanisme proposé met en jeu une variation derface membranaire occupée par le
canal. Il comporte deux étapes, décrites sur la figure 1.23 :

Closed Expandead Open

LoopS s e &
' __/-'_'r:_:;_.:i_. N

-

Hydrocarbon
- d ."'

Fig 1.2Z: Mécanisme proposé pour l'ouverture du canal Mspar la tensio
membranaire : A gauche, le canal est doublemenndéepar I'enchevétraent de
hélices transmembranaires M1 et M2 d’'une part (@b bleu clair), et des hélices
(rouge) d'autre part. L'augmentation de la tensiomembranaire, fait pivoter |
extréemités des hélices M1 et M2, les hélices gkt les unes des autresletcana
s’aplati et s'ouvre partiellement, la porte form@ar les hélices S1 restant ferr
(figure du milieu, les zones ou l'eau peut pénésant indiquées en bleu). Lorsqu
canal continue a s’élargir ces hélices s’écarteriéar tour et le canaést compléeteme
ouvert (figure de droite). D’aprés (Sukharev andshkin, 2004)
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Ce mécanisme d’ouverture impliguant une expansiancdnal induite par la tension

membranaire n’'est pas le seul mécanisme proposé gesl canaux mécano-sensibles.
Certains canaux sont reliés au cytosquelette efde®s transmises par le cytosquelette
pourraient ouvrir la porte du canal, a I'image dlerdes tip-links des cellules ciliées de
I'oreille interne (figure 1.24, (Hamill and McBride, 199€@%illespie et al., 2005)).

Fig 1.2<: Principes de I'ouverture des canaux mécaensibles. A gauche, ca
ouvert par I'attachement au cytosquelette. A droaeal ouvert par I'extension (
la membrane plasmique. (Sukharev and Anishkin, 2004

La famille des TRP (pour Transcient receptor paadntconstitue d’autres canaux qui
interviennent dans de nombreux phénoménes de smmsabmme la perception de la
température, de la lumiére, ou du toucher. Les caff®R tirent leur nom du premier
récepteur identifie chez la drosophile, ou une nmrasur le gene trp dune cellule
photoréceptrice induit une réponse transitoire asignal lumineux continu (Minke, 1977).
Les propriétés, fonctions et modes de régulatiorcete canaux sont trés variés, mais ils
présentent tous six domaines transmembranaires @bre prédit entre &8 et le &Me
domaine. De tels canaux ont été décrits dans dweespeces, allant des nématodes a
’lhomme en passant par la drosophile. (pour uneeevair (Clapham, 2003) ou (Moran et
al., 2004))

Nous allons revenir plus en détail sur un de cemwa TRPP2, aussi appelé PKD2, pour
Polycystic Kidney Disease. Cette maladie, cara@&énmr la présence de kystes au niveau du

rein, est liee a des mutations sur deux génes, pétéiset pkd2 La perte de fonction d’'une
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seule des deux protéines correspondantes (notées PHKIKD@tdans la suite) suffit & induire
la maladie (Delmas et al., 200KD2 est une protéine de 968 acides aminés queptes
domaines transmembranaires et possede les prapdété canal calcique (Gonzalez-Perrett
et al., 2001). PKD1l est une grosse protéine (4300 @m@gsédant 11 domaines
transmembranaires, une extrémité C-terminale inttdaee assez courte et un long domaine
N-terminal extracellulaire (voir (Delmas, 2004), (fAtonwu and Ehrlich, 2004) pour des
revues). Les deux protéines posseédent égalemeng autre, un domaine coiled-coil C-
terminal. PKD1 et PKD2 interagissent via ces domaines codédHanaoka et al., 2000).

p96521 N
A x——————# &

PED domain p58

e“(fggif

int "L
I .
polycystin-1 Cg:led  polycystin-2 N
5 C
C
@
§ 280 - é’ 280 - #— control (no Ab)
E 24{}.‘ E 240 4 flow }\ —&— Ab(1:50)
% 200 Za0{ | [ L,
L2 160 - ' £ 150 I|I \ P96521
E | E i | 1\
2 120 - 7 £ 120 - + . 8
W o AL AT e
2 80 = 80 , . . , .
E B e WO 0O 20 40 60 80 100
time (s)

Fig 1.2t: Le complexe PKDRKD2 permet une augmentation du calc
intracellulaire en réponse a une stimulation parflux.

A: Des antiorps ont été utilisés pour bloquer spécifiqguemess Kdomaine
extracellulaires de PKD1 (p96521) et PKD2 (p58)s Izenes de fixation des anticc
sont indiqués sur le schéma.

B : Suite a l'application d’'un flux sur les cellulels, concentration cytosmue er
calcium libre augmente transitoirement (courbe reugl’ajout d’'un des det
anticorps suffit a éliminer la réponse calciqueeli@ I'application d’'un flux. U
complexe formé de PKD1 et PKD2 fonctionnels est dmmsentiel pour percevoir
répondre a un flux. (Nauli et al., 2003)
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Le complexe ainsi formé est sensible aux forces am@oes exercées par le flux

hydrodynamique au niveau du cil des cellules épitles rénales. Il induit une réponse

calcique intracellulaire. La présence de PKD1 ePH®?2 fonctionnels est essentielle pour

cette réponse, tout comme l'interaction entre @s<grotéines via leur domaine coiled-coil.

((Nauli et al., 2003), voir figure 1.25).

La formation de kystes dans la Polycystic Kidnegdaise pourrait résulter d’'une croissance
désordonnée des cellules épithéliales rénalesaliéee mauvaise perception du flux rénal
(Fischer et al., 2006).

Cette augmentation de la concentration en calcisintieectement liée a I'entrée de calcium
extracellulaire via le canal PKD2. Au sein du complePKD1 semble jouer un réle de

régulateur de l'ouverture du canal PKD2. Cette idst d’ailleurs soutenue par des

observations faites chez les oursins : des homotogdes PKD1 et PKD2 y sont exprimés
dans les spermatozoides, ou ils contrblent la wacicrosomale lors de la fertilisation

(exocytose de vésicules acrosomales suite a ungeeth calcium dans la cellule au moment
du contact entre spermatozoide et ceuf). Dans cstgion, un domaine extracellulaire de
’lhomologue de PKD1, appelé domaine REJ (ReceptgrJedly), interagit avec la surface de

I'ceuf, ce qui ouvre le canal homologue de PKD2 et permetdemte calcium (figure 1.26).

Sea-urchin paolycystin complex

Fig 1.2€: Chez l'oursin, I'entré
de calcium qui déclenche
réaction acrosomale est adié¢
par un complexe homologue
PKD1/PKD2.(Delmas, 2004)

LT RSN
WS

F

Points focaux d’adhésion

D’autres structures sont également impliquées dansnécano-transduction. Les zones
d’adhésion sont comme on l'a vu des zones privdégipour la transmission de forces au
substrat. A l'inverse, des structures comme lestpdotaux d’adhésion peuvent traduire des

contraintes mécaniques extracellulaires en sigechuxriques intracellulaires. En utilisant des
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substrats micro-structurés, il a été montré queallletet la forme des points focaux
d’adhésion de fibroblastes étaient corrélées alamplitude et l'orientation des forces
exercees par la cellule sur le substrat. ((Balaban et al.,,2@djigure 1.27)

Fig 1.27: Corrélation entre I
taille et la forme des poir
focaux d’'adhésion, visualis
grace a la vinculin-GFP, et le
forces  exercées  par

fibroblaste sur le substr
(fleches rouges), mesurées gt
au deéplacement du subsi
micro-structuré (cadre en haut
gauche)(Balaban et al., 2001)

De plus, I'application locale d’'une force extériewmar la surface de fibroblastes, via une
micropipette, induit une élongation des points d&sibn, impliquant notamment le
cytosquelette d’actine et le recrutement de pregicomme la vinculine (Riveline et al.,
2001). Les complexes d’adhésion évoluent donc entifom des forces auxquelles ils sont
soumis. Ce mécanisme d’adaptation fait intervenie signalisation biochimique via des
petites protéines G de type Rho. De plus, ces stegtaontiennent des molécules de
signalisation de type tyrosine kinases ou phosgkataomme FAK (focal adhesion kinase)
ou Scr qui jouent un role de signalisation en gac I'adhésion (Yamada and Geiger, 1997),
permettant a la cellule de tester les propriétésutistrat sur lequel elle évolue. En cultivant
des cellules sur un substrat extensible, Le grogp®& dSheetz. a d’ailleurs montré qu’une
contrainte d’extension appliquée via le substrat induiisativation de voies de signalisations
impliguant les MAP kinases ERK, JNK et p38 (figur@8l.et (Sawada et al., 2001)). Cette
observation rejoint celle décrite précédemment eorant 'activation des MAP kinases par

les intégrines.
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Fig 1.2¢: Activation des MAP kinases |

g 6 | I'extension du substrat :
= Les cellules adhérent soit sur un subs
= pré-étiré, qui se contracte qmd on I
E 4 | relache (contrainte de contraction, bar
a blanches) soit sur un substrat au repos
g 3 est ensuite étiré (contrainte de stretct
52 ou d’extension, barres noires). Le niv
L de phosphorylation des protéines E
21 JNK et p38 est comparé a celui cu
0 — IJ_‘ . dans des c_ellules adhérant sur un sub

ERK INK p38 non contraint. (Sawada et al., 2001)

mstretch Ocontraction

Réponse intégrée

Enfin, la réponse cellulaire aux forces pourraieiméenir de maniere intégrée a I'échelle de la
cellule tout entiére. Des travaux sur I'étalementaemotilité de fibroblastes de souris ont
montré que la tension membranaire contréle la se&tekextension d’'un lamellipode (Raucher
and Sheetz, 2000) : En faisant varier la tension mamaire a I'aide d’'un détergent, les
auteurs de cet article ont établi que la vitessxtdhsion d’'un lamellipode est inversement
proportionnelle a la tension membranaire. Pour mides cellules ont besoin de pousser leur
membrane au front avant et de la rétracter au momgre. Il doit donc exister dans la cellule
des mécanismes qui régulent la tension membrat@sede la migration. Cette régulation
pourrait passer par la transmission de forces dasguyelette d’actine, ou bien par une
régulation de la quantit¢ de membrane disponibke dés phénoménes d’exocytose et
d’endocytose. Dans le cas de la sensibilité du daK&2, par exemple, I'entrée de calcium
nécessite un cytosquelette d’actine intact (Alenhgtaal., 2004). Les auteurs de ce papier
suggérent que la mécano-sensibilité de ces celkdeédiée a une intégration globale des
forces au niveau du cytosquelette. Sawada et Sbeétd'ailleurs montré que I'application
d’'une contrainte mécanique sur des cytosquelees induit le recrutement sur le
cytosquelette de protéines comme la paxilline odolzal adhesion kinase, alors que la
distribution d’autres protéines comme la vinculimest pas modifiée (Sawada and Sheetz,
2002).
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1.5 Cas deDictyostelium : mecano-sensibilité et réle du
calcium

Nous avons vu que les cellul&ictyostelium discoideunsont mécano-sensibles et qu’en
présence d’'un flux elles s’orientent dans la dioectle celui-ci suivant une signalisation PI3-
kinases dépendante. De plus, leur vitesse augmeiaiggrhentation de la concentration en
calcium extracellulaire de 5pM a 1mM augmente emdarvitesse des cellules, d’'un rapport

2,5 environ (figure 1.29).
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Fig 1.29 : Vitesse instantanée des cellules AX2,dew
corcentrations de calcium libre. La contrainte est kgueée deu
minutes apres le début de I'expérience (fleche lgn : vitesse
contrainte nulle. }: valeur moyenne de la vitesse aprés la rép
transitoire. D’aprés(Fache et al., 200!

En revanche, 'augmentation de la concentration aaion extracellulaire ne modifie pas
I'orientation des cellules. (Fache et al., 2005). aeteurs ont montré que cet effet était lié a
un relargage de calcium depuis les stocks internes, inapligun récepteur a I'lP3, en réponse
a I'entrée de calcium extracellulaire dans la d¢el{galcium-induced calcium release). Suite a
leurs différentes observations, un schéma des daiesgnalisation de la motilité induite par
un flux a été proposé (figure 1.30).
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Fig 1.30 : Voies de signalisation induites par lnxfchez Dictyostelium. Les différer
voies de signalisation moléculaires stimulées parcbntrainte de cisaillement s
représentées, et un schéma est proposé pour les egltre elles. Voir le texte dessou
pour la description du schém(Fache et al., 2005)

Dans ce schéma, la contrainte mécanique extériemadt percue via un systéme meécano-
senseur non identifié et induirait I'activation pgotéines G hétérotrimériques et I'ouverture
d'un canal calcique permettant I'entrée de calciextracellulaire { et 2 sur le schéma).
L’entrée de calcium activerait la production @&'I@), qui induirait un relargage de calcium
des stocks internes en se fixant sur des récepmdlPs3 existant au niveau de ces réserves de
calcium ¢ et5). Cette voie de signalisation contrélerait la \8esles cellules, mais pas leur
direction, comme on l'a vu. Les auteurs proposenkidtence d'une autre voie de
signalisation impliquant les PI3-kinases et régulantrectibnalité des cellules);

D’autres travaux ont établi I'existence d’une siigaion calciqgue semblable pour la réponse
de celluleDictyostelium discoideura un gradient chimique d’AMPc, méme si I'importance
de la réponse calcique dans le chimiotactisme resire discutée ((Fisher and Wilczynska,
2006), (Traynor et al., 2000)).
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Quatre canaux calciques potentiels ont été idéstifuite au séquencage du génome de

Dictyostelium discoideurf{Wilczynska et al., 2005), figure 1.31).

DictyBase2 No. of
Channel e e TM Subcellular Functional
or pump number Protein pro duct?  domains® location? roles!
Channels  DDBO1E3TEE  Mucolipin 6 Lysosomes Ca2+-dependent
(mucolipin-1), lyzesomal of
wesicles ERie]E
(mucolipin-3) biogenesis and
trafficking
DDE021707%9  Polyeystin-2 6 Plasma Mechanosensory
membrate Ca®t signaling in
cilia
DDE0201571 IPEL & EER Cytosolic Ot
([PsEeceptor-Like membrane signaling
protein)
DDEO021605%  TPC (Two Pore 12 Wacuolar Cytosolic T
Channel) membrane signaling

Fig 1.31: Canaux calciques de Dictyostelium discoideum. Lesalisation:
subcellulaires et fonctions des péotes sont prédites d'aprés celles de prote
homologues existant dans d’autres organismes, pawf IPRL dont I'invalidation
été étudiée chez Dictyostelium. (Wilczynska e2@05)

Parmi ces canaux, on retrouve le récepteur a I'lP3 dont nouas parlé plus haut. Les autres
genes identifiés codent respectivement pour des protéameslogues d’'une mucolipine, d'un
canal TPC (Two Pore Channel), et enfin un homologue du cé&m.P

Nous avons déja évoqué le réle du canal PKD2 desscéllules rénales humaines. Les
mucolipines sont des canaux appartenant égalemariamille des TRP. La mucolipine-1, la
plus étudiée, participe a la régulation de I'intéicat entre endosomes et lysosomes (Piper
and Luzio, 2004). TPC1 est un canal calcique préswz les animaux et les plantes, mais il
a été étudié uniguement chez ces derniéres. ltiseai niveau de la membrane de la vacuole
et intervient dans la germination et le mouvement stoma (Peiter et al., 2005).

Contrairement a la mucolipine et a PKD2, ce n’est pas un mafeldeefamille des TRP.
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1.6 Objectifs du travail de these

L’objectif du travail de these est de poursuivre@npléter I'étude réalisée par S. Fache sur
les voies de signalisation impliquées dans la mtihduite par un flux cheBictyostelium

discoideum.

Dans un premier temps, nous nous sommes intéresdé&taement deDictyostelium
discoideum,et notamment a l'effet du calcium sur cet étalem&tFache a montré que
laugmentation du calcium extracellulaire provoquane augmentation de la surface des
protrusions mais pas de leur nombre, ce qui pedigghettre I'hypothése que c’est cette
augmentation qui est a l'origine de I'augmentattmnla vitesse des cellules. Mais un rdle
indirect via les rétractions ne peut étre excluaiudu couplage existant entre protrusions et
rétractions lors de la motilité cellulaire.

L'étalement cellulaire est de ce fait un phénomi@téressant a observer car il découple les
protrusions et les rétractions : la cellule doit gs®r la membrane et s’attacher a la surface

pour s’étaler, c'est-a-dire émettre des protrusions, rfeas besoin de se rétracter.

J'ai donc étudié I'étalement dbictyostelium discoideumen termes de cinétique et de
morphologie, en testant l'influence de différentsgmeétres comme la présence de calcium
extracellulaire, I'adhésivité du substrat, ou I'inié® du cytosquelette d’actine (partie 1 des

résultats).

Dans un deuxieme temps, afin d’étoffer le modélesmalisation induite par un flux

hydrodynamique proposé par S. Fache, je me suie§s® a plusieurs protéines pouvant étre

impliquées dans la motilité induite par un flux :

- d'une part la protéine Phg2, identifiée dans ublerde mutants de phagocytose. Les
mutants nuls ont également une motilité sous floteent réduite. De maniere
intéressante, ces cellules sont capables de seoggeelnormalement, ce qui suggere
gue leur chimiotactisme est peu affecté. J'ai doonaly au cours de ma thése
comprendre la fonction de cette protéine et dedg&yents domaines caractéristiques
dans la motilité, en utilisant des cellules phg2 des cellules phd2partiellement

complémentées. (partie 2 des résultats)
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d’autre part, pour tenter de découvrir le canapomsable de I'entrée de calcium
extérieur dans la cellule, et peut-étre de la atrecnécano-sensible @actyostelium
discoideumje me suis intéressé a deux des canaux calciqantfiés précédemment,
PKD2 et TPC, dont jai inactivé les genes et étudigghénotype des mutants nuls
obtenus. Nous avons porté notre choix sur ces daxux car PKD2 était intéressant
au vu des propriétés de ses homologues, et caiolaslbgues de TPC ont été peu
étudiés et leur fonction est mal définie en deluws plantes. Les mucolipines étant
mieux connues, et leur réle putatif au niveau desdgmes semblant assez éloigné de

la motilité cellulaire, nous avons laissé de c6té ce ggreetid 3 des résultats)
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2 MATERIELS ET METHODES

2.1 Biologie moléculaire et cellulaire

Dans un premier temps, je vais décrire le matériel biolegiqunt je me suis servi au cours de
ma these.

2.1.1 Souches utilisées

J'ai utilisé plusieurs souches cellulaires, lesiimfations concernant celles-ci sont regroupées
dans les tableaux 2.1 et 2.2. Les tableaux indiquemnt ghague souche les genes inactivés,
les plasmides insérés, les résistances utiliséeslaaélection et les conditions de culture.
Une distinction a été faite entre les souches prawed’autres laboratoires (tableau 2.1), et
celles que j'ai moi-méme créées (tableau 2.2). Lé@rdnts plasmides et constructions
utilisés seront décrits dans les paragraphes suivants.
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Souche | Description | Souche | Mutagenese |Plasmide | Culture |Phénotype| Réf
(et laboratoirg parentale insére
d’origine)
AX2 Souche Suspensio
G. Gerisch axénique HL5

DH1 Uracile AX3 Recombinaisor Boite, HL5 uracile ]

P Cosson auxotrophe homologue g?egg&?

phg2A Invalidationdy DH1 Mutants Boite, HLY  BlastR _
géne phg2 d’insertion uracilé  |(Gebbie et

P. Cosson (REMI) al., 2004)

phg2A + | Surexpression phg PFL712 |Boite, HL5 BlastR, (Blanc et
GFP-Phg2 de Phg2 +20ug/ml|  G418R al.. 2005)
F.Letourneur G418 uracile i

phg2A + | Surexpression phg PFL726 |Boite, HL5 BlastR,

GFP- | de Phg2ue +20ug/ml| - GAI8R g
Phg2ANter G418 | uracile 1 "5005)
F.Letourneur

phg2A + | Surexpression phg2\ PFL739 |Boite, HLS BlastR,
GFP- de Phggkinase + Zq’lg/ml G41.SR (Blanc et
Phg2Akinase G418 uracile 13, "2005)
F.Letourneur
phg2A + | Surexpression phg2\ PFL741 |Boite, HLS BlastR,

GFP- de Phggreo +20ug/ml| - G418R (Blanc et
Phg2ARBD G418 | uracile | 5005
F.Letourneur

Tableau 2.1 : Différentes lignées de Dictyosteldistoideum utiliséesdL5 correspon
au milieu de culture liquide de Dictyostetiu discoideum. BlastR et G418R indiq
respectivement une résistance a la blasticidirgelatgénéticine (G418).
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Souche |Description| Souche | Mutagenése| Plasmide| Culture |Phénotyps
parentale inséré
pkd2A Invalidation dy  AX2 Recombinaisor Suspension,| BlastR
géne pkd2 homologue HL5
tpcA Invalidation dy  AX2 Recombinaisor] Suspension,| BlastR
géne tpc homologue HL5
AX2 + GFP-| Surexpression  AX2 PDXA-GFP-| Suspension,| G418R
PKD?2 de GFPPKD2 PKD2  |HL5 + 20ug/ml
G418
pkd2A + | Surexpression pkd2A PDXD-GFP-| Suspension,| BlastR,
GFP-PKD?2 |de GFP-PKD2 PKD2 HL5 + 20ug/ml| G418R
G418
DH1 + Surexpression DH1 Crac-GFP | Boite, HL5+ G418R
CRAC-GFP | de PHgac- 20ug/ml G418
GFP
phg2A + | Surexpression  phg2a Crac-GFP | Boite, HL5 4 BlastR,
CRAC-GFP | de Phtrac- 20ug/ml G418/ G418R
GFP
DH1 + Surexpression  DH1 LimEx.. -GFP Boite, HL5 + G418R
LimE pec - | d€ LimEac - 20ug/ml G418
GFP GFP
phg2A + | Surexpression  phg2 LimE,. -GFH Boite, HL5 +| BlastR,
LIME pec - | d€ LimEncc- 20pg/ml G418  G418R
GFP GFP

Tableau 2.2 : Lignées de Dictyostelium discoideué&é@s au cours de la thédeLs
correspond au milieu de culture liquide de Dictgdisimdiscoideum. BlastR et G418R indigt
respectivement une résistance a la blasticidirgelatgénéticine (G418).

2.1.2 Plasmides et constructions utilisés

 CRAC-GFP : plasmide a réplication autonome contenant le doen@H (Pleckstrin
homology) de CRAC (cytoplasmic regulator of adehglyclase), en fusion avec la
GFP. Ce domaine se lie au RPIR vivo. Le plasmide contient des génes de résistance
a l'ampicilline (sélectionE.coli) et a la généticine (sélectidd.discoideum) Ce

plasmide provient du laboratoire de P. Devrealebrs Hopkins University, Baltimore,

USA

e LimE acc -GFP: plasmide a réplication autonome contenant le gatant pour la
protéine LIimE, dépourvu de son domaine C-terminai@ne coiled-coil), en fusion
avec la GFP. LIimE s’associa vivo aux filaments d'actine nouvellement créés,

marquant ainsi le front avant des cellules motibesl’actine polymérise. Le plasmide
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contient des géenes de résistance a lI'ampicillinea da généticine. Ce plasmide
provient du laboratoire de G. Gerigghax Planck Institut, Martinsried, Allemagne).

e pFL712, pFL726, pFL739, pFL741 constructions réalisées a partir du vecteur
PDXA-GFP2(Levi et al., 2000)contenant des génes de résistance a I'ampiciltide e
la généticine, ainsi que le gene codant pour la &irR le contréle du promoteur de
I'actine. Différents fragments du gene Phg2 ontiésérés entre les sites BamHI et
Xhol de ce vecteur, la GFP se trouvant toujourseatiémité N-terminale de ces
fragments (figure 2.1).

- pFL712, Phg2 complet
- pFL726, Phg2 sans le domaine N-terminal de liaison au PIP
- pFL739, Phg2 sans le domaine kinase

- pFL741, Phg2 sans le domaine de liaison & Ras

Phg2
Nter PRD PRD RBD KINASE Cter
]
|
6 18 81 193 336 451 594 667 802 1074
1 1389
L [
GFP [ oFL712 |
198 1389
L [
GFP | prL726 |
1 752 1035 1389
|
GFP pFL739 |
1 587 713 1389
| | |
GEP | pFL741 | |

Figure 2.1: Structure de Phg2 et fragments surexprimés dessellules phg2:
PIP2D : domaine de liaison au PIP2, PRD : Prolin RichrBain, RBD: Ras Bindiny
Domain, KINASI: domaine sérine thréonine kinase

Enfin, les constructions concernant pkd2 et tpc dlidation et surexpression), que jai

réalisées moi- méme, sont décrites dans le prochain pahnagrap
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2.1.3 Sous-clonage

* Obtention de mutants d’invalidation pkd2A et tpcA (figure 2.2):
Les souches invalidées pour les genes pkd2 et mpcét® obtenues par recombinaison
homologue. Pour chaque géne, deux fragments d’ADNrgé&ue de la souche sauvage
AX2, distants d’au moins 100 paires de bases (plongis d’environ 300pb ont été amplifiés
par PCR a partir d’oligonucléotides contenant des sle restriction pour EcoRV, EcoRI et
Xbal, voir figure 2.3 pour le détailCes fragments ont été introduits dans un plasmide
(pBluescript KS+), en intercalant une cassette deblc8dant pour un gene de résistance a la
blasticidine (cassette BsR). La construction a ét@liiée dansk.coli (souche XlI1 Blue),
linéarisée, et 30y d’ADN ont été introduits dans les cellulBgctyostelium discoideurpar
électroporation. Aprés recombinaison homologue okdign de gene comprise entre les deux
fragments amplifiés est remplacée par la cassafie Bes cellules ayant intégrées la cassette
sont sélectionnées par la blasticidine. Par PCR, on véndigite que le géene d’intérét est bien

interrompu.

ADN génomiqueDictyostelium
b ]

| | |
’ : pBluescript KS+

PCR

I:IZI

S LLITE

/

ngatlon ’.

*

Amplifi catlo n R

dans E.coli ..'
+ linéarisation

B

Transformation de
Dictyogelium

Figure 2.2 : Stratégie pour I'obtention de mutants d’invaliden chez Dictyostelium
discoideum. Le protocole est décrit dans le texte.
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xo, El | B5
l ':E

169 2000]

] 2140\ 2430 ?260 tpc dans
. AX2(WT)
i ]ﬁgq 29?9 “\:Z‘:g?% 20 7560
Cassette BSR tpc dans
E tpcA
E5| | El EL}  Xb
1 :175:420 2030 2410 ]2717 pkd2 dans
— o AX2 (WT)
\ \ 7 /
1 175 420 1720 2100 2407 k2 dans

Cassette BSR

pkd2A

Figures 2..: Genes et fragments de géenes correspondantsaustractions
d’invalidation de pkd2 et tpc. Les sites de resiit utilisés sont indiqués en rouge : E1
= EcoRl, E5 = EcoRV, Xb = Xbal.

* Obtention de mutants de surexpression (pkd2-GFP)

Kp: : Sa B4 i Xh
i GFP i pkd2

5 E i ! Fig 2.4: Plasmide d
surexpression de GFP

[&%baz(—bActins pkd2. MCS = Multipl
MCS . Cloning Site. Les sit
de restriction utilisés
sont indiqués en rouge
Ba =BamHIl, Kp =
A Kpnl, Sa = Sacl, Xh

0 R Xhol,

. &
Actin 15 S
ou A/Q@'\@
discoidin %

o]
P

MCS: GAT GGTACCGAG|CT CGGAT CCACT CGAGAT GCA
| | |

Kp Sa Ba Xh

Le gene pkd2 a été amplifié en entier par PCR &rp#ADN génomique de la souche
sauvage AX2, séquenceé, puis inséré dans un plagrad® ou PDXA contenant la GFP a
son extrémité N-terminale. Ces plasmides contiendestgenes de résistance a I'ampicilline
et a la généticine, et le promoteur amibien dedaaddine (PDXD) ou de I'actine (PDXA) en
amont de la GFP. Les plasmides obtenus ont étéiritsodans les celluld3ictyosteliumpar

électroporation, en méme temps que le plasmide pREP permet leur réplication
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extrachromosomale. La surexpression de tpc n’'atgaélisée, car son gene, tres long, s’est

averé tres difficile a amplifier par PCR.

2.1.4 Techniques de biologie moléculaire

Les constructions sont réalisées en utilisant déitsalassiques de biologie moléculaire, que
je ne vais pas décrire ici. Je m’en tiendrai a quedgremarques propresDiactyostelium
discoideuntoncernant les protocoles :

+ Préparation d’ADN génomique de Dictyostelium discoidgaour les PCR :

10" cellules sont lavées en tampon 12mM NaK/Pi (1,86dg/ NaHPO,, pH ajusté & 6,1 par
ajout de KOH) puis reprises dans il0@’eau et 100l de tampon de lyse 2X (concentration
finale 50mM Tris-HCI pH 7,5, 50mM EDTA pH 7,2, 3% SDSp B-mercapto-éthanol). La
lyse cellulaire s’effectue dans un premier tempsmacro-onde (15,10 et 5 secondes a la
puissance maximale) puis dans un second temps@ péridant 10mn apres ajout de 200ul
de tampon de lyse 1X. On ajoute ensuite 400ul de 20mM pH 9,5 et 500ul de phenol-
chloroforme pour faire précipiter les protéines,span centrifuge (5mn a 20 000*g, 4°C).
L’ADN reste en phase aqueuse. On reprend la phassisag, on rajoute a nouveau 400ul de
phenol-chloroforme et on recentrifuge. L’ADN estseite précipité par ajout de 400ul
d’'isopropanol et 20ul d’acétate de sodium 3M pH 4Apres 1h a —20°C, 'ADN est
centrifugé 10mn a 20 000g puis lavé avec 750uhdi@l 70%. Apres séchage, 'ADN est
repris dans 40ul de TE (10mM Tris pH 8, 1ImM EDTA pR) additionné de 0,5ul de RNase
A.

 PCR:

Les PCR ont été effectuées en utilisant la Taqrpéhase (taux d’erreur 2.3 Le génome
de Dictyosteliumdiscoideumétant tres riche en A et T, jai di fortement dioen la

température d’élongation (68°C en général).

* Transformation d®ictyostelium:

Les cellules sont transformées par électroporat®i0’ cellules sont diluées dans 200ml de
tampon d’électroporation a 0°C PO, 1,2mM, KH,PO, 9,5mM, 50mM sucrose, pH 6,2),
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centrifugées (1000*g, 4mn, 4°C), lavées deux fois, eprises dans le tampon
d'électroporation froid & une concentration de 1(I*tellules/ml. 4*16 cellules sont
prélevées, mises en présence de 30ug du plasmittéréti et soumises a deux décharges
d'un condensateur de 3uF chargé a 1000V (constdateemps= 2ms). Les cellules
récuperent ensuite pendant 24h dans du milieu HUS, [@antibiotique pour la sélection est
ajouté (20pg/ml de G418 ou 7,5ug/ml de blasticidumeant les cas). Les clones sont visibles

au bout d'une semaine environ.

2.1.5 Modes de culture et milieu nutritif

Pour les expériences liees a la motilité induite wa flux, a I'étalement et a I'adhésion

cellulaire, nous utilisons des amibBgctyostelium discoideuren phase végétative, c’est a

dire dans I'état unicellulaire. Il faut pour celaegle milieu environnant soit suffisamment

riche en nourriture et en oxygeéne, sinon les adlutentrent dans leur cycle de

développement et de différentiation.

La culture cellulaire est réalisée dans un miliatritif liquide (HL5, dont la composition est

donnée dans le tableau 2.3) assurant I'apport efes@@minés, sucres et sels. Les souches

cellulaires utilisées sont axéniques, c'est-a-ditéeltps possédent trois mutations leur

permettant de se nourrir par pinocytose, alorslgumuche d’origine ne peut se nourrir que

par phagocytose. Un antibiotique est également @jafim de limiter les contaminations du

milieu de culture.

Les cellules sont trés sensibles a la températaréernpérature optimale est de 21°C, et si on

s’éloigne de cette valeur de plus de quelques dedmépousse des cellules est fortement

altérée. C’est pourquoi la piece de culture et Iee €@ntenant nos montages expérimentaux

sont climatisées.

Nous utilisons deux types de support pour la culture egiéul

» Culture sur boite de Pétri : les cellules adhereseanultiplient au fond de la boite.
La hauteur de liquide est de quelques millimétmeexj assure une bonne oxygénation
des cellules. La concentration des cellules estralget (16 cellules par mL de
milieu) en diluant régulierement les boites afin qles cellules restent non
confluentes. Pour diluer les cellules, on les resu$gans la boite et on remplace les
9/10 de la suspension par du milieu frais.
» Culture en suspension : on utilise des erlenmeyeesi’qn remplit entre 1/15eme et

1/7éme du volume total. Le milieu de culture et éedlules sont placés sur un
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agitateur giratoire, et agités a environ 180 roteipar minute, afin d’oxygéner le
milieu. On dilue régulierement les cellules pour d@econcentration soit comprise

entre 16 et 10 cellules/mL (phase de croissance exponentielle).

Produits Concentration massique (g/L)
Peptone 14,30
Extrait de levure 7,15
Maltose 18,00
NaeHPQOy, 12H,0 1,28
KH.PO, 0,48
Dihydrostreptomycine sulfate 0,25

tel-00193002, version 1 - 30 Nov 2007

Tableau 2.3 Composition du milieu nutritif HL5 pour la cultude Dictyostelium
discoideum

2.1.6 Mesure de la concentration cellulaire

Pour mesurer la concentration cellulaire dans l&iseb ou les erlenmeyers, on utilise un
compteur de particule8éckman Coulter 22 Cet appareil mesure le nombre de particules
dans un volume de liquide donné, et donne la digidh de leur taille. La figure 2.5 montre
une distribution de tailles de cellules AX2. Ellétsune loi log normale. Le pic est centré
autour de 10 um, qui est la taille caractéristiqas cellulesDictyostelium discoideurnen

phase de croissance exponentielle, la concentrationaedldiouble en 8 a 10 heures environ.

200 ~
%) *
L 150 -
=
3
e 100 -

\d
&}
5 950+
5
s 0 4 *9 ‘
0 5 10 15 20

Taille en (um)

Fig 25 : Cellules AX2 : distribution de tailles ajustéar une
loi log normale
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2.1.7 Préparation des cellules

Pour les expériences de motilité et d’étalementcddisiles sont resuspendues dans un milieu
non nutritif incolore, le tampon de Sdérensen (tam@®B, voir tableau 2.4 pour la
composition).

On préléve des cellules en culture dans le milidib,Hon les centrifuge (centrifugeuse
Beckman GPKR centrifugendant 3 minutes a 1000*g. On les rince une &visc du
tampon SB puis on les centrifuge a nouveau 3 msnait®000*g. On resuspend finalement le

culot en tampon SB a la concentration voulue.

Produit Concentration volumique (mM)
NaHP O, 2
KH2PO, 14,5

Tableau 2.4 Composition du tampon Sdrensen, le pH final est 6,2

2.2 Traitement des surfaces

Le mouvement, I'étalement ou I'adhésion cellulaiomtsétudiés sur des surfaces de verre.
Suivant les besoins, nous avons utilisé des lamde-pbjet Escq 75 x 25 mmz?), et des
plagues de verreB{o-Rad 105 x 85 mm?), de 1 mm d’épaisseur, ainsi que deglliesn
couvre-objet Menzel-Glaser25 x 60 mm?2) et des chambres sur lamdlas-Teka 8 puits
(Nung, de 150 um d’épaisseur.

Les lames et lamelles sont initialement lavées awealétergent ionique, rincées a l'eau
distillée, puis immergées dans une solution de sautie5 M pendant 5 minutes, pour rendre
la surface bien hydrophile. Elles sont ensuite soigneugaimeées a I'eau distillée, séchées a
I'air comprimé puis stockées dans une boite poiteele dépot de poussiere, et utilisées dans
la journée. Les chambrdsab-Teksont uniqguement remplies de soude 14,5 M pendant 5
minutes et rincées a 'eau distillée.

Pour certaines expériences, les lames sont recesveed 3-AminoPropyltriethoxySilane
(APS,Sigmg, molécule qui augmente I'adhérenceletyosteliumd’'un facteur 4 (Decave et
al., 2002).Les lames ou lamelles de verre traitées a la setdacées sont placées pendant

20mn dans une solution d’APS (1% d’APS et 5mM dlacacétique dans de I'eau distillée).
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Elles sont ensuite plongées 5mn dans de I'eadlééstrincées a nouveau a I'eau distillée, et
séchées a l'air comprimé. Elles sont enfin placéassdun four a 100°c pendant 15mn
(stabilisation du silane), puis stockées a tempésaambiante et utilisées dans la journée.
Pour les chambrdsab-Tek on détache la lamelle qui supporte la chambrenéa semplace

par une lamelle traitée a 'APS comme ci-dessus, que I'te &daide d’adhésif double face.

2.3 Mesure de la cinétique de I'étalement cellulagr et de la
dynamique des zones de contact

Les expériences d’étalement cellulaire consistantabservation de la croissance des zones
de contact cellule-substrat lors de la sédimemati® cellules sur une lamelle de verre. Elles
permettent d’étudier la réponse d’une cellule antact d’une surface, et les premiéres étapes

de la motilité cellulaire (émission de protrusions).

2.3.1 Protocole expérimental

Pour visualiser I'étalement cellulaire, nous utiisaun microscope inver€dlympus IX 71
muni d’'un objectif & immersion de grossissement. €t objectif nous impose de travailler
avec des lamelles a 8 puitsap-Tek, chambered coverglass sy3tarar sa focale est de 0,17
millimetres. Chaque puit a une surface de 80 mmhetcontenance de 600 pl. On peut ainsi
faire huit observations successives avec une lamed mise au point se fait sur la surface de
la lamelle pour visualiser I'évolution de la surface det@acincellule-substrat.

Les cellules sont reprises en SB & une concentrat® 5.10 cellules/mL et placées en
agitation. Les cellules sont gardées ainsi une hewgus, car ce milieu étant non nutritif, les
cellules commencent a se difféerencier. Pour chagpérence, on dépose 300 uL de la
suspension de cellules dans un des puits. L'expeieest suivie grace a une caméra
numérique intensifiéePhotonic Sciengecommandée par ordinateur via le logidrehge Pro
Plus (Media Cybernetigs

Sauf indication contraire, les images sont prises a wonde d’intervalle pendant 5mn pour

chaque expérience.
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Notre microscope nous permet de réaliser trois types dicdisms :

* lllumination en contraste de phase (voir figure 2.6pservation en lumiere transmise
de cellules individuelles. On voit le contour cellulaetdes organelles. Le contraste de
phase permet d’observer les changements morphakegide la cellule (taille, activité
des organelles, déformation de la membrane, polarisation).etc

H Lt !‘ "
ward
-

v R Eee

Fig 2.6 : une cellule observée au grossissement@dxontraste de phase : on distingu
contour cellulaire et des vésicules (fleches blasobt noires).

» En fluorescence : grace a une lampe a vapeur daireegta un jeu de filtres, on peut
notamment imager des cellules exprimant la GreamorBtcent Protein (GFP).
(Aex=481nm, Ae;y= 507 Nm)

Fig 2.7 : Fluorescence d'une cellule DH1 exprimant Ejg-GFP, observée au
grossissement 6.
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 En RICM (Reflection Interference Contrast Microsgppcette technique nous permet
d’étudier I'évolution de la surface de contact entine cellule et une surface. Un
schéma du montage optique est donné en figure 218 Bltons le décrire en détail
dans le prochain paragraphe.

2.3.2 RICM

On utilise la lumiere d’'une lampe a vapeur de mmerdiltrée a la longueur d’onde = 546
nm. Le faisceau est dirigé sur I'échantillon (fig@.&A). Une partie du faisceau est réfléchie
a linterface avec le substrat, I'autre a l'intedaavec l'objet a observer. La technique
consiste a observer l'intensité lumineuse résultienfinterférence entre ces deux rayons. Un
dispositif anti-retour, constitué d'un ensemble pekur-analyseur croisés, permet de
s’affranchir autant que possible des réflexionagiées sur 'optique qui affectent le contraste
des interférences.

L’intensité | résultant des interférences entre layons d’intensité;let L (figure 2.8A)
dépend de la difféerence de chemin optique entrerapgms, donc de la distance h entre le
substrat et I'objet a observer. Il faut égalemeajbputer une différence de marche X
induite par la réflexion du rayon, Iprovenant d’'un milieu incident de fort indice (varsur

un milieu d’indice plus faible (eau). La surface atetact avec le substrat apparait alors en
noir car les interférences sont destructrices poai0. Lorsque la surface de I'objet s’éloigne
du substrat, on observe une alternance de frangaesnet de franges blanches
caractéristiques du profil de l'objet (figure 2.8H)n pratique, on observe facilement la
premiére frange blanche, mais rarement les suivantes.

La mise au point se fait a I'aide d’'un diaphragntes: bords de ce dernier apparaissent nets

guand le point focal est au niveau de la surface d’adhésion.
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membrane na

buffer nq

________ Fig 2.€ : A: Principe du disposit

h(x) d’observation en RICNI On observ

> les interférences entrdes rayon

X réfléchis par le substrat et par

membrane de la cellule. La différe

de marche entre ces rayons est |

au profil de la membrane h(xPB :

I2 Schéma représentant I'ime

obtenue La surface de conta

interference fringe pattern apparait en noir, entourée de frani

d’égale épaisseur(Simson et al
1998).

glassno 0

contact line L

La figure 2.9 montre des images typiques obtenues en RICM.VOm une cellule en train de

sédimenter : la surface de contact (zone sombrejnentg en fonction du temps. Pour
améliorer le contraste des films, on enregistre @gelh début d’expérience une image de
fond. On soustrait cette image aux films, en rajdufgha la valeur de chaque pixel pour
conserver des valeurs positives. On ajuste enseliitomtraste et la luminosité des images,
pour distinguer au mieux zones sombres (zones a) et zones claires (fond lumineux).

Enfin, on applique un filtre passe bas pour diminuer le beulimage.
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Fig 2.€ : Sédimentatic
d'une cellule AX2 e
fonction du temp
L'origine des temps €
définie lorsque appare
le premier conta
cellulesubstrat  (zor
entourée).

On ne sélectionne que les cellules qui nentreatgracontact avec d’autres au cours du film.
Un programme permet de déterminer 'aire de corgatte la cellule et le substrat a chaque
image, et on obtient ainsi une courbe donnant I'aire dexcbA(t) en fonction du temps.

2.3.3 Analyse statistique de I'étalement cellulaire

On peut également obtenir des informations surdgphologie des cellules a partir des films,

en s’intéressant par exemple a la surface et adalisation des aires gagnées entre deux
images, des aires perdues entre deux images, @irdsesstables entre deux images. C'est le
but de la procédure que nous allons décrire maantegui a été mise au point au laboratoire.
On commence par séparer la zone de contact celhlistrat (colorée en blanc) du reste de
'image (en noir). Puis on découpe chaque imageas zones (gagneée, perdue et stable) que

I'on peut analyser séparément.

Extraction des contours des zones de contact cebusubstrat

On commence par segmenter les images : les pixels ldaensité est en dessous d'une

valeur donnée sont transformés en pixels blancs, et le eebimage en pixels noirs.
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. | .
Fig 2.1C : A et B, images brutes de la méme cellule AX2 a 20 skec
d’intervalle. C et D, images A et B segmentées

La fonctioncountdu logiciel Image Pro Plus permet de régler lel ssire le fond et la zone
de contact cellule-substrat, et ainsi détecter e lsellulaire. La détermination du seuil peut
se faire de maniére automatique. On obtient alossrdages codées sur 256 niveaux de gris,
ou la zone de contact, sombre en RICM, est en blaleur de pixel = 255) et le fond, clair
en RICM, en noir (valeur de pixel = 0).

Sur la figure 2.10, on voit deux cellules, avant (A et B) etsalar&egmentation (C et D).

Détermination des aires gagnées et perdues

Les zones de gains ou de pertes de surface santedé€omme les aires ou la luminosité
augmente de 0 a 255, ou diminue de 255 a O respewimt entre deux images. Il y a
également une partie invariante, ou la luminosistereonstante. Mathématiquement, on

définit ces différentes zones en utilisant I'équation atie :

F — p| p|—3 +127+ pl
6 25¢
ou p est la luminosité d’'un pixel au temps ltes aires gagnées, perdues et invariantes
correspondent & E 170, 86 ou 128 respectivement, et le fond a 12-f.§6 correspond a
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la moyenne glissante de{p.1)/2 (différence de valeur de pixel entre 2 images)3 images.
On rajoute 127 pour toujours avoir des valeurstppes et p'255 pour distinguer les zones
invariantes du fond des zones invariantes de la dencontact. Les valeurs de pixels utilisées
pour séparer les zones sont donc des moyennesiswag@s, pour diminuer le bruit lié a la
segmentation sur le contour de la cellule. Le progna crée un fichier vidéo en trois
couleurs en fonction de ces valeurs : les aires @éggnperdues et invariantes entre deux

images sont respectivement bleues, rouges et vertes.

t=24s t = 64s t=83s

Fig 2.11: Images trois couleurs de I'étalement d’'une cell#iX2. Zone
invariantes en vert, aires gagnées en bleu, aisgglyees en rouge.

Le programme calcule ensuite les gains et pertesudiace des bords cellulaires avant et
arriere, entre deux images consécutives. On a dar&s acl’évolution de la surface gagnée
(que l'on appellergprotrusions) ou perdue (que I'on appeller@tractions) pendant le
mouvement. On peut ainsi relier un pic sur le graptapparition d’une aire colorée sur le
bord cellulaire. La figure 2.11 nous montrent 3 iesggd’'un film 3 couleurs. Elles

correspondent au graphe de la figure 2.12.
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Fig 2.12 :Courbes de gain (protrusionbleud et de perte (rétractionspuge de surfac
de contact de cellules AX2 lors de I'étalement.r€ere les protrusions et les rétracti
comme les pics de la courbe de gain ou de pertes Gmrbes correspondent
I’enregistrement complet de la cellule montrée sarfigure 2.11. Les points no
correspondent a des pics jugés significatifs. Les gntourés sont négligés suivant
critéeres A et B décrits dans le paragraphe ci-dasso

Détermination de la taille et de la fréquence desrptrusions et des rétractions

A partir des courbes ainsi traitées, on peut détermineitladtla fréequence des protrusions
et des rétractions. Pour les courbes individuelles, I'aagdyscede en trois temps :

1. On détecte la position et la valeur des extr@naux et on les classe en maxima et
minima

2. Ontrie les données relevantes :

e Si la hauteur d’'un maximum par rapport au minimurécpdent ou suivant est
inférieure a 0,15 uma3/sec, ce qui correspond au euibnd, on néglige ce pic (cas A
sur la figure 2.12).

» Sil'intervalle de temps entre deux pics consésust inférieur ou égal a deux fois le
temps d’échantillonnage (soit un intervalle de tempférieur ou égal a deux
secondes), on néglige le plus petit des pics (cas B sgule2.12).

3. On calcule les moyennes et distributions desogés (distance entre pics

conseécutifs) des pics.

Par exemple, pour la figure 2.12, on retient les pics aux temfs 23120, 28, 31, 40, 48, 52,

62, 68 et 74s, ce qui donne une période moyenne entre picsxl2,8%
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2.4 Expériences de motilité sous flux a faible
grossissement : Détermination statistique de la \asse
et de l'orientation des cellules

Le but de ces expériences est d’étudier la vitesd®rientation instantanées moyennes de
cellules soumises a un écoulement hydrodynamigpkgajant une contrainte de cisaillement
contr6lée. Ces expériences nous donnent des infimmsastatistiques sur la motilité des
cellules au niveau macroscopique, mais n’apportastdinformation sur la morphologie des
cellules en mouvement. On peut contrdler un cemaimbre de paramétres influant sur la
réponse des cellules, au niveau :
» physico-chimique : la contrainte hydrodynamique, lancentration d’espéces
chimiques présentes dans le tampon, en particulier I'i@iucal
» biologique : lignées cellulaires obtenues en inwadtdou en surexprimant certains
genes.
Nous allons d'abord détailler le dispositif expéeimal, puis expliqguer comment sont

exploitées et traitées les données obtenues lors de ceergps de motilité sous flux.

2.4.1 Chambre a flux latéral a lame

Cette chambre (Fig. 2.13) est composée d’'un supp@texiglas, dans lequel est insérée une
lame de verre, et d’'un couvercle vissé par-dessauslidtances entre la lame et le couvercle
est déterminée par un joint en téflon d’une épaisde 180 um. il y a également un joint en
parafiilm sous la lame, pour éviter les fuites. Lesidra chaque extrémité du couvercle
permettent I'arrivée et I'évacuation du fluide. Lébit, symétrique dans la directi@x, est
contrélé par la différence de hauteur du fluidereentin réservoir supérieur et un réservoir
inférieur.

La chambre est transparente et laisse donc passemiere qui vient du haut. Les cellules
sont observées a travers la lame grace a un magesavers&eiss 41%quipé d’'un objectif
2.5x, avec illumination en fond noir. Le mouvement delfules est enregistré par une caméra
numérique $P-EyePhotonic Sciendevia le logiciel d’acquisition et de traitemenirdages
Image Pro PlugMedia Cybernetigs

59



tel-00193002, version 1 - 30 Nov 2007

A . . i
Side view inlet outlet

gasket— L:L oo XC
I [ |
/ y
glass plate )
microscope 7 ‘o X

parafilm ©)
gasket
ey Ly IIzIT T -
S S VRCI o
. | o X -
top view ! :O ——] Qe J:I
[ R R v-\-v.---v’,’---------‘———'——-—— -
~ A N

Fig. 2.1%: Représentatioschématique (A) et photographie (B) de la chai

a flux latéral.
Dans la chambre, les cellules qui adherent au sibstnt soumises a une contrainte de
cisaillement dont nous allons maintenant étabkxpression en fonction des paramétres
contrblés par I'expérimentateur : débit volumiqueépaisseur de la chambre e, largeur de la

chambre |, et viscosité dynamiqde liquiden.
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2.4.2 Calcul de la contrainte appliqguée aux celluse

Dans la chambre, les cellules adhérentes subisaetibh des forces exercées par le fluide.
On caractérise cette action mécanique par la contrainteasideo exercée par le fluide. Nous
allons détermineo grace a I'équation de Navier Stokes pour un fluide incesgible :

ov o= = _

p— + V.V = -[p +nAv

ot
On remarque que la largeliret la longueurL de la chambre sont trés grandes devant
I'épaisseure (voir la figure 2.13). On peut donc se ramener &coulement suivant x entre

deux plaques planes, paralléles et infinies suizanet Oy. Dans cette approximation, on a

v(r) =v(2)€,, donc vV =0, et 'équation de Navier Stokes se simplifie, enimég
. O =
statlonnalre% =0), en

v _dP
0z°  dx
avec les conditions aux limites v(z = 0) = v(z ==eD. La solution de I'équation est de la

forme
V(z) = kz(e- 2)
On peut déterminer k en le reliant a une grandbysigue mesurable expérimentalement, par
exemple le débit volumique :
D= [vdS

section
chambre

Soit, sur une section transverse de la chambrauakelr e et de largeur | :

D= Ij-zdyjiv(z)dz= &j

-1/2 0
d’ou I'on tire la valeur de k. En reportant darexpression de v on obtient

v=22(e— 2)
le

La contrainte de cisaillement exercée par les fxgqueuses sur la paroi est alors obtenue

par
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soit

o= 6D2/7
le

Expérimentalement, poly = 10 mL/min,e=180um, etl = 13nm, on ao = 2,4 Pa

2.4.3 Préparation des cellules et déroulement deekpérience

On remplit d’abord I'ensemble du dispositif en taan@BB, en prenant soin d’éliminer toutes
les bulles d’air de la chambre et des tuyaux : lunée d’air aurait pour effet de décoller les
cellules sur son chemin. Ensuite, on coupe le éfuan injecte 1 mL de tampon SB contenant
10 cellules. On laisse les cellules sédimenter uneutaj & contrainte nulle, puis on élimine
les cellules non adhérentes avec un flux de falBlat (< 1 mL/min,c = 0,1 Pa), pendant 3

minutes. Enfin, on applique une contrainte déteémjnhabituellement 2,4 pascals, en
imposant un débit de fluide donné. Le débit estrébi par la différence de hauteur entre les
réservoirs amont et aval. Aprés avoir réglé la naigepoint, on lance I'acquisition d’'images

pendant 10 a 15 minutes.

2.4.4 Changement de milieu, utilisation du calciunet détermination de la

concentration

Dans certaines expériences, au lieu d'utiliser em sécipient en amont, on peut en utiliser
deux, le premier contenant seulement le tampor’&fre le tampon dans lequel on a rajouté
une espece chimique susceptible d’agir sur la leeljpar exemple du calcium. On passe de
'écoulement d’'un fluide a l'autre grace a un syséde valves. Lorsque I'on fait des

expériences a différentes concentrations de calcmmlaisse dans un premier temps les
cellules adhérer en tampon SB, et on garde égatelmanéme fluide lors de la premiére

minute du flux a faible débit. Pendant les dewniges minutes du flux faible, on change de
réservoir pour celui contenant du calcium. Puisogmente le débit, et donc la contrainte de

cisaillement, assez rapidement (en moins de 10nges). La raison de cette procédure est

62



tel-00193002, version 1 - 30 Nov 2007

gue le calcium augmente grandement I'adhérencecelades entre elles, on s’assure donc
gue les cellules sont bien adhérentes au verre peavent pas entrer en contact avant de les
mettre en présence de calcium. On peut égalempnitea de 'EGTA dans le tampon pour

étudier le comportement des cellules a faible cotmagon de calcium libre.

2.4.5 Acquisition et traitement des images

Les mesures statistiques de motilité sous flux isterst en I'observation du comportement
globale d’'une trentaine de cellules adhérentes usie lame de verre, soumises a une
contrainte hydrodynamique par un écoulement uniéorm

Des photos sont prises a intervalle de temps congtautes les trente secondes pour une
observation avec l'objectif 2,5x ; figure 2.14),ipwassemblées pour former un film. Le
mouvement d’ensemble des cellules apparait aldtsment.

Nous analysons ensuite quantitativement ce filnm afobtenir la vitesse et I'orientation
instantanées moyennes de chaque cellule. Les exlydparaissent comme des points blancs
sur un fond noir. La position des cellules estedéinée a chaque instant, en utilisant la
fonction countdansimage Pro PlusLe comptage est basé sur la segmentation dessmag
les pixels de valeur inférieure a un seuil sontsabérés comme le fond, et les pixels de valeur
supérieure comme appartenant aux cellules. Afinlgweuil soit le méme sur toute I'image,
il est nécessaire de le rendre uniforme en apptiglzafonctionflatten background!’Image
Pro Plus qui supprime les variations d’intensitéfdod. Le logiciel fait ainsi la différence
entre les zones brillantes (les cellules) et lesegmoires (le fond). Pour plus de précision,
nous avons choisi de mesurer la position du cemdranasse de chaque cellule a chaque
image.

Dans Image Pro Plus, plusieurs procédures ont &ésnau point pour suivre les cellules
individuellement :

* Une procédure manuelle: quand on clique sur uneleejue I'on veut étudier, une
aire de travail circulaire d’'un rayon de 7 pixelaléur réglable) se dessine autour du
pixel sélectionné, et le logiciel détermine la piosi du centre de masse de I'unique
objet contenu a l'intérieur de cette aire. Il fa@péter cette procédure tout le long du
film, c'est-a-dire suivre avec la souris la méméute sur toutes les images. La
différence de position d’'une cellule entre deuxgemsuccessives, en abscisse et en

ordonnée, est stockée dansdeta collectord’Image Pro Plugpuis dans un fichier
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Excel, que nous exploiterons par la suite. On gepétte opération pour une trentaine
de cellules.

* Une procédure de suivi automatique : cette madrires semblable a la précédente, a
la différence pres que d’'une image a la suivantpdsition du centre de l'aire de
travail a f.1 est reportée sur la position du centre de massedmsi I'aire de travail
se déplace automatiquement d’'une image a l'autsus@nt une cellule sélectionnée.
Cette procédure a l'avantage d'étre bien plus mpigie la précédente, mais
fonctionne mal quand les cellules sont trés rapi@m effet, le programme les perd si
I'aire de travail est trop petite, et si I'aire &stp grande, plusieurs cellules peuvent s’y

trouver simultanément.

De plus, nous avons défini plusieurs criteres gewhoix des cellules. 1) Elles doivent étre
réparties uniformément sur la surface. Pour celdessine une grille contenant trente cases,
et on étudie une cellule par case. 2) On choistaBlules qui ne rentrent pas en collision
avec d’autres, car on s’intéresse uniquement awement de la cellule induit par la force
hydrodynamique. 3) Enfin, il faut que les cellulestent adhérentes pendant au moins 5
minutes (10 images), car si la cellule se décobie vite, I'information renvoyée n’est plus

seulement la vitesse de la cellule, mais aussnitique de décollement. (Decave et al., 2002)

Fig 2.14 : Exemple de trajtoires de cellules soumises a un 1
grossissement 2,5x, 10 minutes d’enregistre
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2.4.6 Traitement des données, champ de vitesse aentation des cellules

Le fichier Excel obtenu contient, a chaque instante déplacemenf\x et Ay de chaque

cellule étudiée entre deux images. On calcule laneodu vecteur vitesse par la formule

v = \OAXZ + Ay?

' At

suivante

ou At est le temps entre deux images. A un instant éloon peut faire la moyenr(é/i> sur

toutes les cellules analysées. Pour calibrer Istmies sur le microscope, on a utilisé une
cellule de Malassez.

On définit I'orientation d’'une cellule entre deumages par le cosinus de I'angle entre le
vecteur vitesse et I'axe Ox, qui est la directiorfldx

-

Si I'angle est supérieur &2, les cellules vont dans le sens inverse de Uikoent et le
cosinus est négatif. Si I'angle est inférieurm®, les cellules vont dans le sens de

I'écoulement, et le cosinus est positif.
A un instant donné, on peut déterminer I'orientatimoyenne du vecteur vitesém&?i} de

toutes les cellules analysées.

2.5 Expériences de motilité sous flux a fort grossissemnt :
analyse de la morphologie cellulaire et de la
dynamique des zones de contact

En complément des mesures statistiques de motilitgeut étre intéressant d’avoir des
informations sur le comportement des bords de IBuleesoumise a une contrainte
hydrodynamique. Cela peut étre un bon moyen pourpcendre I'origine du mouvement
cellulaire, en observant en particulier des cedlulgtatistiguement peu motiles pour

comprendre leur défaut.
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2.5.1 Montage expérimental et déroulement de I'expiénce

Pour observer le bord cellulaire, nous utilisonsnmow pour I'étalement cellulaire un
microscopeOlympus IX 71 muni d’'un objectif & immersion de grossissemedx. 6Cet
objectif nous impose de travailler avec une lamebevre-objet et non plus une lame de
microscope, car sa focale est de 0,17 milliméetdsus avons donc créé une nouvelle
chambre, adaptée aux dimensions des lamelles cobjee L'écoulement hydrodynamique
reste le méme, seules les dimensions changentn@apie les lamelles sont plus fines que les
lames, donc plus déformables et fragiles; il faannadveiller a ne pas appliquer des gradients

de pression trop forts, et arriver plus progresaiet au débit de liquide désiré.

Le protocole expérimental est identique a celui elggeriences de motilité sous flux a faible
grossissement. Seule différence, I'acquisition déenane fois I'écoulement a débit élevé
stabilisé, car en changeant le débit on changedasn exercée sur la lamelle, ce qui la
courbe et change la mise au point qui est treskldenSi on a besoin de changer de milieu, on
s’assurera que le liquide a exactement le mémenidans les deux réservoirs en amont pour
éviter une variation de la distance de mise autphies images sont prises a une seconde

d’intervalle.

2.5.2 Acquisition et traitement des images

L’acquisition et le traitement des images sont dabibs a ceux décrits au paragraphe 2.3
dans le cas de I'étalement cellulaire : on enregisine image par seconde, en RICM,
contraste de phase ou fluorescence. Les films REONt traités de la méme maniére pour
obtenir pour chaque cellule les zones d’aire gagh@erdue a chaque instant.

2.6 Adhérence cellulaire

Nous allons décrire dans ce chapitre le disposiférimental de la chambre a flux radial
(Decave et al., 2002). Les cellules en adhérenceirsel plaque de verre sont soumises a un

66



tel-00193002, version 1 - 30 Nov 2007

flux a géométrie radiale, permettant de mesurandmbre de cellules qui se détachent en
fonction de la contrainte appliquée, qui dépendiébit volumique de I'écoulement. On peut
ainsi déterminer la force d’adhésion entre cesuleslet la surface de verre.

2.6.1 Chambre a flux radial, préparation des cellds et déroulement de

I'expérience

Le dispositif expérimental est décrit sur la fig@d5. Le substrat, une plaque de verre de
105mm x 85mm, est préparé suivant la méthode d@édans le paragraphe 2.2, puis déposé
sur le support se trouvant dans la cuve. Les esllsabnt resuspendues dans du tampon SB et
étalées régulierement sur le substrat, a une éedigibviron 300 cellules par millimétre carré.
Apres un temps de sédimentation de 10 minutes,ldgup est recouverte de tampon
phosphate jusqu’au niveau des évacuations de la. dDgs évacuations sont reliées a une
trompe a eau, qui maintient constant le niveauatepon dans la cuve tout au long de
'expérience.

Un disque en acier inoxydable de 80 mm de diamgdteensuite posé délicatement sur le
substrat. Le disque est percé en son centre dunde 1,5 millimétres de diamétre, et repose
sur trois vis micrométriques, qui permettent deleédp distancee entre le substrat et le
disque (typiguement 250 a 5@in). L'orifice central du disque est relié par ulydu a un
réservoir supérieur contenant du tampon phosphateoulement est généré par gravité entre
le réservoir supérieur et la cuve. Une pompe @digtie alimentée par un autre réservoir
maintient le niveau de fluide constant dans le rk@se supérieur. De la sorte, le débit est
constant, ce qui est important pour ne pas faussenesures d’adhésion. Le débit volumique
est déterminé par le volume de fluide pompé penidashirée de I'expérience.
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Fig 2.15 : A. Vue générale du dispositif expérimental de la changbflux radial.B. vue
détaillée de la chambre d’écoulement.
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2.6.2 Calcul de la contrainte appliqguée aux cellute

Les cellules adhérentes subissent I'action des$oexercées par le fluide dans I'écoulement.
On caractérise cette action mécanique par la datdgra la paroo exercée par le fluide. La
symétrie radiale de I'écoulement va nous permeltrealculero. Soit r la distance entre le
point considéré sur le substrat et la projectioreitre du disque sur le substrat, I'équation de

Navier-Stokes s’écrit :

pg—t[/ + ov.0V = -Op + AV

la géométrie de I'écoulement étant radiale, le exgrcivitesse est dirigé suivant le vecteur
radial ér et ne dépend pas de la coordonnée orthorafliaBn a doncv() = v(r,z)€ ou z

désigne la coordonnée verticale. Par conséquenta onlv =0. De plus, en régime

. . -~ ov, - . - 0p.
stationnaire, le débit est constanté?t: 0. On suppose par ailleurs quep =a—pe,. Il reste
r

2
12 (2 =P
0z dr
Les conditions aux limites a la surface du disque de la plaque s'écrivent
v(r,0) =v(r,e) =0. Une solution de cette équation, compatible awe donditions aux
limites, est de la forme
v(r,z) =k(r)z(e-2)

La quantité mesurable expérimentalement est le g#éhimique de I'’écoulement généré entre
la plaque et le disque. Il faut donc relier le clpashe vitesse au débit volumigDe

On a

D= [vdS
surface

latérale

En géométrie radialedS = 277dz& . On a donc
e e
D= 2njv(r,z)dz: 2nk(r)J z(e-2)dz
0 0

soit

_ 7E°rk(r)
3

D
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On obtient finalement I'expression du champ desgiée
3D
V(r) - 3
re
La contrainte a la surface de la plaque de vetretgenue par

o =n2)|

z(e-2)

0z

ce qui donne

3Dn

Tre?

o(r) =

Expérimentalement, pol = 45 mL/min, ee = 250 micrométresy varie donc entre 0,29 Pa,
a la limite extérieure du disque, et 12,9 Pa a0, mm, qui correspond au rayon du trou
dans le disque. La formule n’est plus valable mtes rayons plus petits.

2.6.3 Acquisition et traitement des images

Au bout d'un temps donné, on mesure la distributies cellules toujours présentes sur le
substrat en fonction de la distance au centre éeolilement, et donc de la contrainte
appliquée.

Cette distribution est obtenue par observation esmopique en fond noir au grossissement
2,5 x (méme microscope et caméra que pour la néositius flux a faible grossissement). Une
série de clichés (voir figure 2.16) est prise legi@’un axe Ox passant par I'endroit ou se
trouvait le centre du disque (origine de I'écouletheCe point peut étre repéré grace a la
présence d’'un point de stagnation (en face du t¢entral du disque, le flux exerce une
contrainte normale a la surface sur les cellulegeies-ci se décollent moins qu’ailleurs,
comme on peut le voir sur la figure 2.16). Aprésoagation des images les unes a la suite des
autres, on reconstitue une bande d’observatiomtatla I'origine 0 de I'écoulement a une
distancer = 20mm de celle-ci, de part et d’autre de I'origineesDimages sont également
enregistrées a = 40nm etr = 50 mm (en dehors du disque) afin de mesurer le nombre

initial de cellules (contrainte nulle).
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r I

1
Point de stagnation

Fig 2.1€ : Image reconstituée du substrat apres une expéridaacollement, avec un exer
de point de stagnation, permettant de trouver letreede I'écoulementlLe rectangle rouc
représente la fenétre de comptage que I'on dépdagaroche en proche.

Ensuite, la densité des cellules restantes apgesulement est déterminée par comptage a

I'aide du logiciellmage Pro PlusOn définit une fenétre d’intérét de dimensif8x m2n2

gue l'on fait glisser le long de l'axe Ox (rectamglouge sur la figure 2.16). A chaque
position, on égalise localement la luminosité dodf@vec la fonctiorflatten background
Cela augmente d’'une part le contraste entre le &irds cellules et d’autre part efface les
pollutions lumineuses dues a des poussiéres ol aéflexions parasites. On réalise ensuite
un seuillage avec la fonctiotount en éliminant les objets dont l'aire est inféreewr 10
pixels2. Il faut enfin corriger le comptage a caueela présence d’ agrégats de plusieurs
cellules, qui sont comptés comme un seul objetr Bela, on détermine l'aire des objets
uniques et on divise I'aire des agrégats par ckdieobjets uniques.

On fait de méme pour les images prises en dehodisdue, ce qui donne la densité initiale
de cellules, qui servira a normaliser les résultats calcule finalement le pourcentage de

cellules restantes en fonction de r, distanceraglize de I'écoulement.
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2.6.4 Détermination de la contrainte seuil apparert de détachement

La figure 2.17 nous montre un exemple de courbéétiachement cellulaire : pourcentage de

cellules décollées en fonction de la distance atreele I'écoulement

120
100
80 1

60 1
50 %

40 1

% de cellules restante

20 9

T T T T T T

0 2 4 6 8 10 12
Distance au centre (mm)

Fig 2.17: Courbe (en bleu) donnant le pourcentage de celldiEslliées en fonction de la
distance au centre de I'écoulement r. La distangg pour laquelle la moitié des cellules sont
décollées est indiquée.

On définit la contrainte seuil de décollement conlmeontrainte qui décolle la moitié des
cellules sur le substrat. Par interpolation, oredgine a quelle distanceod, du centre la
densité des cellules qui restent est la moitiéaddensité initiale. On obtient finalement la
contrainte seuil de décollement par la formule :
3Dn
]TSU’/oez .

Osp =
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3 RESULTATS

3.1 Etalement cellulaire

Lorsqu’une cellule entre en contact avec une serfaddaut tout d’abord qu’elle s’étale sur
cette surface et qu’elle y adhére avant de powsmidéplacer. De plus, le déplacement fait
appel notamment a I'émission de pseudopodes etrathésion sur le substrat. Le montage
expérimental mis au point au laboratoire permettudi@r presque exclusivement ce
phénomeéne, en s’intéressant a I'évolution de I'dieecontact entre la cellule et la surface au

cours de I'étalement cellulaire (figure 3.1).

Fig 3.1: principe de ['étalemel
cellulaire: les cellules tombent s
4 le substrat par gravitation. C

observe I'évolution de laire «
‘ contact A(t) en fonction du temps.

«—
A(t)

Nous allons dans un premier temps décrire I'étatdroellulaire deDictyostelium discoideum

de maniére générale, et montrer que malgré la hibiéa de cellule a cellule des
comportements généraux se dégagent. Puis nouonseén évidence le caractere périodique
du comportement de la cellule, pour enfin étudiafllence de la nature du substrat et de la

concentration de calcium extracellulaire sur cesvements périodiques.

3.1.1 Cinétique d’étalement de Dictyostelium discdeum.
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Description gualitative de I'étalement

Dans cette premiére partie, nous allons décrirtaléénent de cellules sauvages AX2,
resuspendues en tampon phosphate (SB), sur ureceuwte verre. On suit I'évolution de
I'aire de contact avec la surface par RICM. Desgesaextraites d’un film représentatif sont

données dans la figure 3.2.

T=20s T =45s

T=110s T=130s

T =160s T =180s

Direction du mouvement
apres l'étalement.

Fig 3.2 Etalement d’'une cellule Ax2 en fonctiontelmps, sur une surface de vert en
tampon SB. Temps en secondes. Les fleches rouligsent les directions successives
prises par I'étalement. Le point blanc sur la dénei image indique le point de cont:
initial.

Au moment ou la cellule entre en contact avec téasa, une premiére zone sombre apparait.
C’est linstant que I'on définit comme origine diesnps. Une petite période de latence peut
parfois suivre, puis l'aire de contact commenceaugnaenter. On peut alors distinguer deux
phases : pendant une a deux minutes, l'aire augmeniis elle se stabilise. Au niveau

morphologique, pendant les toutes premiéres sesprtalement se fait dans toutes les

74



tel-00193002, version 1 - 30 Nov 2007

directions, mais rapidement des directions d’étalenprincipales apparaissent, on peut en
distinguer trois successives sur le film de lafgg8.2 (voir t= 20s, 45s et 110s).

A t = 110s, la cellule atteint son aire maximalexstite, tandis que l'aire continue de
s’étendre a I'avant de la cellule (vers le baslasiimages de la figure 3.1, a t= 160 et 180s),
I'aire disparait a l'autre extrémité de la cellula cellule a fini de s’étaler, et commence a se
déplacer. Cette phase de mouvement n'est pas tsuprasente, a la fin de I'étalement, la
cellule peut rester immobile. Mais lorsque la dellbouge, elle le fait, la plupart du temps,
dans la derniére direction prise par I'étalement-d&la de ces observations trés générales, |l
existe une grande variété de formes et de cin&iguiétalement pour les cellules

Dictyostelium discoideum

Cinétiqgue d’étalement A( t)

La premiére grandeur a laguelle on a facilemenésest I'aire de la zone de contact A(t) au
cours de I'étalement cellulaire. L’évolution de teetire en fonction du temps pour trois
cellules Ax2 est représentée sur la figure 3.3ir&’de contact commence par augmenter de
maniere pratiquement linéaire. Puis on atteint latepu et la surface cellulaire reste a peu
prés constante. On peut faire le paralléle entsedegix phases et les phases d’étalement puis
de motilité décrites précédemment.

300

250 -

> © ®
S
3
c 150 -
O]
o
‘® 100

50

0 T T T T T

0 30 60 90 120 150 180

temps en secondes

Fig 3.5: Etalement de trois cellules AX2 en fonctiortelaps, sur verre et
en tampon SB. La courbe A correspond au film deylae 3.2.
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Les cinétiques d’étalement sont trés variables el’cellule a I'autre. D’une part, les aires
totales atteintes et les vitesses initiales d'étalet different fortement (voir figure 3.3), on
observe donc des écarts-types tres importantsesucdurbes moyennes d’étalement (voir
figure 3.4). D’autre part, concernant I'allure aesirbes, on peut distinguer plusieurs cas :
- La phase de croissance est continue, et I'aireot¢act varie trés peu aprés. C'est le
cas de la cellule A sur la figure 3.3. Ces étaldmesant dits réguliers.
- La phase de croissance est discontinue. Des plo@storte croissance alternent avec
des phases de croissance plus faible, voire no#s. étalements sont dits irréguliers.
C’est le cas de la cellule B.
- Parfois, la cellule commence par se rétractgvainavant de devenir motile. Dans ce
cas l'aire ne se stabilise pas autour de l'aireimabe atteinte, mais un peu en

dessous, c'est le cas de la cellule C.

250

200 +

=
u
o

aire en uym2

=
o
o

50 A

0 20 40 60 80 100 120 140
temps en secondes

Fig 3.4: Etalement moyen de cellules AX2 sur verre erL&Bnoyenne est réalisée
sur 15 cellules. Les barres correspondent aux &eiypes.

Mais au-dela des particularités de chaque celeienoyennant la cinétique d’étalement sur
plusieurs cellules, on obtient une courbe assediatg (figure 3.4). On déduit de cette figure
gue la durée typique de I'étalement de cellules AX¥Rverre en milieu SB est d’environ 100
secondes, et que I'aire maximale atteint envirdbpt&. Compte tenu de la taille des cellules

en suspension (18n de diamétre environ, soit une surface de membusreriron 310urh
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pour une cellule sphérique), cela signifie quedekules sont trés aplaties sur la surface ou

bien qu’elles disposent de réserves de membraneriames.

L’étalement est-il un simple phénoméne passif derdétion de la cellule par les forces de
gravité ou bien fait-il intervenir d’autres forcesmme la polymérisation d’actine ? Nous
avons ajouté différentes concentrations de latdimeuA aux cellules AX2 reprises en
tampon SB, une minute avant de les laisser s’ésalela surface de verre. La latrunculine A
empéche la polymérisation de l'actine en se liamt monomeéres d’actine avec une tres forte
affinité. En revanche, la dépolymérisation desniigmts existants n’est pas affectée, ce qui
conduit a la disparition du cytosquelette d’'actiDés 1uM de latrunculine, la cinétique de
I'étalement est ralentie. Et a partir de 2uM, rEamaximale atteinte et la vitesse a laquelle on
atteint cette aire sont grandement diminuées @@igBu5). L'étalement est donc bien un
processus actif impliquant la polymérisation deveawx filaments d’actine.

180
160 - 0 |_1|\/|
140 A
120 A
. 1uM
£ 100 |
c
@ 2 UM
o 80 - H
©
60 -
40
20 A
0 ‘
0 20 40 60 80 100 120
temps en secondes

Fig 3.5: Etalement de cellules AX2 en tampon SB + 500u&CICen présence
différentes concentrations de latrunculine (les aamirations sont indiquées sur
courbes). Chaque courbe est tracée a partir desides obtenues sur 5 cellules.

La concentration en actine-G dans la cellule éantordre de 50uM, ces concentrations de

latrunculine peuvent paraitre faibles pour inhitzepolymérisation d’actine simplement en

séquestrant les monomeres. Des travaux sur lantatine A ont montré que les cellules

77



tel-00193002, version 1 - 30 Nov 2007

concentrent cette molécule dans le milieu intratalle, ce qui pourrait expliquer I'effet de la
latrunculine a de faibles concentrations (Pringlt2002).

Ces données peuvent étre comparées a celles obtenugilisant de la cytochalasine A, qui
empéche la polymérisation d’actine en se fixanextiémité barbée des filaments d’actine
(figure 3.6). Les expériences avec la cytochalaginent été réalisées au laboratoire par
Sébastien Fache.

La vitesse d'étalement initiale dAIdt décroit de maniére quasi-exponentielle avec
laugmentation de la concentration en latrunculial®rs qu’avec la cytochalasine on voit
apparaitre un seuil en dessous duquel il ne sepalsley avoir d’effet. La latrunculine semble
donc agir a plus faible dose que la cytochaladifwgigine de cette différence d’activité n’est
pas connue. Le phénomene de concentration derilandatine décrit ci-dessus pourrait étre
impliqué. D’autre part, des travaux sur I'étaleméatneutrophiles (Sengupta et al., 2006) ont
montré cette méme difference d'effet: A une cotregion de 2uM, l'étalement est
completement inhibé par la latrunculine. En revanch la méme concentration de
cytochalasine, les cellules s’étalent, mais de ararisotrope. Cette concentration suffit donc

a éliminer la polarisation cellulaire, mais padaghber la polymérisation d’actine.

Latrunculine Cytochalasine
35 p 35
3 3 4
2,5 4 25 -
2 2 4 2 2
o o
2 15 A 2 15
© ©
1 1
0,5 05 -
0 T - T T - 0 T - - T T
0 1 2 3 4 5 6 0 2,5 5 75 10 25 5
[Latrunculine] en uM [cytochalasine] en pM

Fig 3.6 Comparaison entre I'effet de la latrunculirtede la cytochalasine sur la pe
a l'origine des cinétiques d’étalement. Expérientaises sur des cellules AX2,
tampon SB + 500uM Cag;Isur une surface de verre
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Parameétres macroscopigues de |'étalement cellulaire

A partir de ces données expérimentales, Francosm@haux et Bertrand Fourcade ont
développé un modele physique de I'étalement célu(@hamaraux et al., 2005Le modéle
fait intervenir deux processus : d'une part, layp@risation de I'actine au niveau de la zone
de contact, dont on suppose qu’elle est stimulééepeontact, tend a pousser la membrane et
constitue le moteur de I'étalement. D’autre patiension membranaire sur le bord de la zone
de contact, qui augmente au cours de I'étalemend, & s’'opposer a I'étalement.

Ce modeéele met en évidence deux parametres casdicféeis de chaque cellule : I'aire
maximale Anax €t un facteur d’échelle d/qui est une constante de temps. L'évolution de
I'aire de contact d’'une cellule au cours de I'étadmt est décrite, a l'aide de ces paramétres,

par :

At) = A tanhat)

Les courbes expérimentales de cellules individaglleuvent étre ajustées par cette équation.
Par exemple, la figure 3.7 montre un tel ajusterpent les courbes d’étalement A, B et C de
la figure 3.3.

L’'aspect général des courbes est bien rendu, amggahsion initiale quasi-linéaire puis la
saturation jusqu’a aboutir a un plateau. Commeadigprécédemment, cette modélisation
nous donne accés a une constante de temps, Bt a une aire totale atteinten£
caractéristiques de chaque cellule. Néanmoins,apettement ne suffit pas pour décrire
completement I'étalement. Par exemple, a 70s.el'de contact de la cellule A s’écarte de
20unt de la courbe d’'ajustement, et revient prés deeaglt 110s. L'erreur de mesure de
A(t) étant inférieure & 5ufmcomme on peut en juger sur la portion entre 13086s, cet
écart a la courbe d’ajustement, qui représenteirn@égularité dans I'étalement de la cellule,

est significatif.
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Figure 3.7: Ajustement des courbes d’étalement A, B et Quparfonction Aaxtanh(at).
Valeur des paramétres 1A= 165unf, a = 0,009 § pour la cellule AAmax= 290pnd,
a = 0,010 § pour la cellule B efnax= 190pn, a = 0,031 §' pour la cellule C.

3.1.2 Etude des protrusions et rétractions. Mise eévidence d’une activité

périodique

Mesure guantitative de I'activité de protrusion etde rétraction

Pour mieux comprendre ces irrégularités, notammientistence de plateaux lors de
I'étalement, mais aussi pour comprendre le passagka phase d'étalement a la phase de
motilité, nous avons cherché a mieux définir etrqifiar les protrusions et rétractions émises

au cours du temps par la cellule. Pour cela, neoasaappliqué sur nos enregistrements le
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traitement décrit au paragraphe 2.3.3 du Matégelsléthodes. Ce programme définit pour
chaque image les zones d’aire gagnée (protrusienspleu), les zones d’aire perdue
(rétractions, en rouge) et les zones stables (pant)rapport aux images précédentes, et il

guantifie les aires de chaque zone.

Des images du film correspondant a la cellule Aliée précédemment sont représentées sur
la figure 3.8.
t=2s t=5s t=26s

t=36s t=43s t = 46s

t=83s t=147s t=170s

Fig 3.8 Images 3 couleurs de I'étalement de lautelA (figure 3.3) sur verre ¢
tampon SB. Les protrusions sont en bleu, les rétnas en rouge et l'aire
invariante en vert.

On retrouve sur la premiere image (t=2s) une agnge de maniére quasiment isotrope, puis
I'étalement devient directionnel, et on voit secgder des protrusions localisées a différents
endroits de la cellule (t=5s, 36s, 43s et 83s).frefrusions sont en général bien séparées les
unes des autres dans le temps. Mais il arrive duseprs protrusions aient lieu en méme

temps (t = 83s par exemple). L’aire n’est donc feagours gagnée au méme endroit, et elle
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n'est pas non plus gagnée en continu : a t = 46&xample, il 'y a pratiquement pas de
protrusions ni de rétractions. Il peut donc y awoirtemps de latence entre deux protrusions.
D’autre part, on peut remarquer qu’avant 80s envillan’y a pratiquement pas de rétractions.
Cela correspond a la phase d’étalement. Les rinactn’apparaissent qu’a la fin de
I'étalement, au moment ou l'aire se stabilise (&4 A la fin de I'étalement, la cellule est
souvent polarisée, comme on le voit ici : a t =slihe extrémité de la cellule avance (bleu),
l'autre se rétracte (rouge). Cette polarisatioWestclusion mutuelle des protrusions et des
rétractions est essentielle pour que la cellulesgmiise déplacer, comme on l'a vu dans

I'introduction.

Activité quasi périodique de protrusion et de rétration

La quantification des zones bleues et rouges auehagage nous donne les quantités d’aire
gagnées et perdues par seconde par la cellulegfgy). Ce graphe confirme que pendant les
100 premieres secondes, la cellule fait surtoutptesusions et peu de rétractions. D’autre
part, le niveau moyen de protrusions reste a pes @nstant tout au long du film, (1,5 pm2/s
entre 0 et 50s, 2,2um2/s entre 50 et 100s et 1,Buemre 100 et 150s) alors que le niveau
moyen de rétractions augmente petit a petit (rés@eaent 0,2umz2/s, 0,8umz2/s et 1,4uma2/s
pour les méme intervalles).

On remarque également que les gains et perte® diailse font pas a une vitesse constante,
mais ont lieu par pics assez régulierement espa&@splitude tres variable. Ainsi, pour la
cellule observée, les principaux pics entre 0 €t d€condes (pics marqués par un point) sont
espacés de 8,2 2,8s. On veérifie également que ces pics corregaundux protrusions
observées sur le film de la figure 3.8 (voir paemple les pics a t = 26s, 36s et 43s, et
'absence de pic a t = 46s). On peut réaliser lmené@nalyse pour les rétractions, méme si le
signal est plus faible que pour les protrusionpagtconséquent plus bruité. Si on ne conserve
gue les données a partir de t = 100s, on obtiemt lgocellule considérée une période entre
deux pics de 8,2 3s pour les rétractions, c'est-a-dire une péridgigivalente a celle des

protrusions.
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Figure 3.¢: Evolution au cours du temps de l'aire de contéeh noir, échelle ¢
gauche), des protrusionen bley et des rétractionsef roug¢ (échelle de droite), d’ut
cellule Ax2 enampon SB sur verre. Les triangles font référenaestamps dont sc
extraits les images de la figure 3.8 . Les poausespondent aux principaux pics dt
courbe de protrusion pendant les 100 premieresrsdes

En conclusion, les protrusions et rétractions meldent pas étre des évenements aléatoires,
mais semblent étre émis périodiquement. Pour cuoefircette hypothése, nous avons étudié
la statistique des périodes entre deux pics deysions pour I'étalement de dix cellules
indépendantes en tampon SB (Figure 3.10). On gstihguer principalement deux groupes
d’événements : environ 70% des pics sont séparés 40 secondes, et environ 20% par 11
a 16s. Cette distribution d’intervalles de tempsgt@ ajustée par la somme de deux lois

normales, de moyennes 7,25 et 14,5s et d’écartzyfse(courbe rouge sur la figure 3.10).
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Fig 3.1(: Histogramme donnant la stribution de l'intervalle de temps entre deux
pour I'étalement de cellules AX2 sur verre en tamf®. La courbe rouge correspon
I'ajustement des données par la somme de deurdoisales de moyenne 7,25 et 14,5s.

Ces données suggerent que les cellules émetteas toes protrusions a la méme fréquence,
environ 0,14Hz (1 / 7,25s). Les intervalles de templus grands (supérieurs a 10s), pouvant
correspondre a des cas ou un ou deux pics inteam&glin’ont pas été détectés, par exemple
parce que le signal était trop faible. On obtiearigice cas des valeurs d’intervalle doubles ou
triples de la période de base, ce qui expliquepkapion d’évenements autour de 14-15s, et a

une moindre mesure autour de 20s.

Si la période d’oscillation des protrusions ne &agpas trop de cellule a cellule, on doit
retrouver cette périodicité sur la moyenne deshmaide protrusions pour plusieurs cellules.
Nous avons fait de telles moyennes pour les priotngset les rétractions, en normalisant les
aires gagnées et perdues par I'aire maximale tat@ar chaque cellule lors de I'étalement
pour pouvoir les comparer.

De plus, le temps d’apparition du premier pic pouvearier d'une cellule a l'autre, nous
avons décidé d’aligner le premier pic de protruslerchaque cellule. La courbe obtenue pour
14 cellules AX2 en tampon SB sur une surface dee\ast dessinée en figure 3.11.

On constate que les oscillations n'ont pas disgarl® plus, elles sont visibles pour les

protrusions comme pour les rétractions, ce qui noastre que la période d'oscillation des
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rétractions ne varie pas trop non plus de cellukeléule. D’aprés la figure 3.11, on peut

'estimer a 6,2t 2,0s, c'est-a-dire une période équivalente a debeprotrusions.
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Fig 3.11: Courbes des protruns et rétractions moyennes pour 14 cell
AX2 s’étalant en tampon SB sur une surface de vBdéedode : protrusions:
7,1+ 2,3s; rétractions : 6,2 2,0s . Les traits pointillés indiquent le niv
moyen de protrusion entre 0 et 50s, et les nivaaoyens de protrusion
rétractions entre 80 et 130s.

Transition étalement-motilité

On voit sur la figure 3.11 gu’au-dela de 100s emvjrc'est-a-dire quand la phase d'étalement
se termine, le niveau moyen des protrusions ef dekirétractions sont trés proches, mais ne
sont pas nuls. La fin de I'étalement ne semble duax étre liée a un arrét de I'activité de
protrusion des cellules, mais plutoét a un étaimtatire ou les activités de protrusion et de
rétraction sont égales.

Pour illustrer cela, nous nous sommes intéressts somme des valeurs d’aire gagnée
(protrusions) et d’aire perdue (rétractions) emgrelébut de I'étalement et l'instant t (figure
3.12). La différence entre ces deux quantités diminer a chaque instant I'aire de contact de
la cellule. Ces calculs sont réalisés a partir\ddeurs moyennes représentées sur la figure
3.11.

Au cours des 50 premieres secondes de I'étalertactiyité de protrusion est d’environ 1,5

% de l'aire maximale par seconde, et les rétrastgont pratiguement absentes. Au-dela de
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80s, l'activité de protrusion décroit, I'activitée détraction augmente et toutes les deux se
stabilisent a des valeurs comparables (1,1 et @8%aire maximale par seconde pour les
protrusions et les rétractions, voir traits polésilsur la figure 3.11). Tout se passe comme Si

I'apparition des rétractions venait limiter la dymgue des protrusions.

2,5

1,5 4

aire/Amax

0,5

0 + T T T T T T
0 25 50 75 100 125 150 175

temps (sec)

Fig 3.1z Activités de protrusion et de rétraction intégséentre I'instant initial €
linstant t. Activité de protrusion en bleu, act&ide rétraction en rouge.
différence entre activité darotrusion et de rétraction, en noir, est ajustee pne
fonction tanhat) (pointillés) (@=0,014 s%). Etalement de cellules AX2 en tam
SB sur du verre. Les aires sont normalisées ad’aliaximale atteinte.

Nous nous sommes ensuite demandés pourquoi lextiéhs augmentaient au cours du
temps, et quel pouvait étre I'élément déclencheucast rétractions. Une explication possible
est qu'au fur et & mesure que la cellule s’étdle,s® déforme et déforme sa membrane, ce
qui aurait pour conséquence de créer une forcaali@etension membranaire. Cette derniere
pourrait freiner I'étalement et faire apparaitre détractions, ce qui serait en bon accord avec
les observations précédentes et avec le modeéleqoieyde I'étalement cellulaire de Francois
Chamaraux et Bertrand Fourcade décrit précédemnienir tester cette hypothese, nous
avons représenté sur la figure 3.13 la valeur desysions et des rétractions a l'instant t en
fonction de l'aire totale d'étalement a cet instanen prenant comme valeur I'étalement
moyen des cellules AX2 en tampon SB et les valeurgennes de protrusions et rétraction de

la figure 3.11.
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Figure 3.1{: Taux de protrusion et de rétraction moyens erction de 'aire moyenr
de contact avec le substrpbur des cellules AX2 sur verre en SB. Les moyesor
calculées apres normalisation par l'aire de contacéximale de chaque cellule. |
points du taux de rétractions sont ajustés par fametion exponentielle et ceux du t
de protrusions par une fonction affine.

Plus I'aire de la cellule est proche de son airgimale, plus les rétractions sont importantes,
ce qui est cohérent avec l'apparition de rétrastien fin d’étalement. La courbe semble
suivre une loi exponentielle. A contrario, le niuede protrusion ne semble pas clairement
relié a I'aire de contact de la cellule, méme détroit légerement quand I'aire augmente. On
peut donc penser que c’est 'augmentation de laidanmembranaire qui régule la fin de

I'étalement et la transition vers la motilité, ekctenchant et contrélant le niveau de rétraction

dans la cellule.

3.1.3 Influence de la concentration en calcium sutactivité périodique des

protrusions et rétractions

Nous avons ensuite cherché a savoir de quoi poulgiendre l'activité périodique des
cellules. Les travaux de S. Fache au laboratoiech& et al., 2005) ayant montré que
'augmentation de la concentration de calcium editalaire de 5uM a 1mM stimule d’un

facteur trois environ la motilité induite par unentrainte hydrodynamique, en augmentant la
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taille des protrusions et des rétractions, nous smmmes intéressés a l'effet du calcium sur

I’étalement cellulaire.

Tout d’abord, le calcium joue sur la cinétique @alement. En effet, on voit sur les courbes
moyennes d’étalement en milieu SB (figure 3.14npikés) et en milieu SB + 500uM CaCl
(figure 3.14, trait plein) que la présence de cacaugmente la vitesse initiale de I'étalement
(de 2,3urfis & 3,8urfs pour la pente & l'origine des courbes). Parregfiire totale atteinte

a la fin de I'étalement ne varie pas de maniéraifsogtive lorsqu’on ajoute du calcium au

tampon.

250

200 ~
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100

aire en um2
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Fig 3.14 : Etalement moyen de cellules AX2 sur varrampon SB (pointillés) et SB +
500uM Cad| (trait plein). Moyennes sur 14 cellules.

Nous avons vu qu’au début de I'étalement, la celhe fait que des protrusions et pas de
rétractions. Donc si la cellule s’étale plus vit&est soit parce que les protrusions ont une
surface plus importante, soit parce que les primingssont plus fréquentes en présence de
calcium. Pour faire un choix entre les deux hyps#ise nous avons regardé la régularité des
protrusions en présence de calcium en faisant lgenm® des courbes de protrusions en
tampon SB + 500uM Cagl(figure 3.15). Avant de faire la moyenne, les bmgr
individuelles ont été normalisées et alignées syprémier pic comme pour les moyennes en

tampon SB.
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(dA/dt)/Amax

0 20 40 60 80 100 120 140
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Fig 3.15: Protrusions et rétractions moyennes en tamB + 500uM CaGl: période
d’oscillation : 7,6+ 2,6s et 6,% 2,6s respectivement pour les protrusions et réimas.

Les oscillations sont toujours présentes, et sheaure leur fréquence, on trouve ¥,8,6s et
6,9 £ 2,6s respectivement pour les protrusions et étra: il n'y a pas de différence
significative avec les valeurs obtenues en tampBns&ul 7,1 + 2,3s et 6,2+ 2,0s) Le
calcium ne modifie donc pas la fréquence des psimng ou des rétractions. Par contre, lors
des 40 premiéres secondes de I'étalement, le nivegen des protrusions se situe autour de
2,5 % de l'aire totale par seconde, contre 1,5 %aerpon SB. L’amplitude des oscillations
n’est en revanche pratiquement pas modifiée dates période, avec une amplitude moyenne
d’un pic de 0,6#% 0,24% /s en présence de 500uM Ga€bntre 0,55 0,4% /s en tampon
SB seul.

Le niveau moyen de protrusion est donc plus impomrta présence de calcium, du moins au
début de I'étalement. Si on trace la somme desysions et la somme des rétractions entre
linstant initial et l'instant t, on retrouve cettiifférence de pente au début de I'étalement
(figure 3.16).

La figure 3.16 nous indique de plus que lorsquerégactions apparaissent, la pente des
protrusions diminue nettement plus en tampon SBGUM CaC} qu'en tampon SB. Apres

140s, il 'y a pas de difféerence significative en8B et SB + 500uM Caglque ce soit au
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niveau des protrusions ou des rétractions. Dansgdéesx cas, la valeur de la pente des
protrusions aprés 140s est pratiquement la mémeegjleedes rétractions (les pentes valent
respectivement 0,011 et 0,010 % /seconde en SB2 @00,013% /seconde en SB + calcium
pour les protrusions et les rétractions). Le cafcie stimule donc pas les rétractions de la
cellule. Ces résultats confirment qu’'une fois &aléne cellule peut toujours gagner de laire
et en perdre, mais que globalement son aire deaciowarie peu. Cela confirme également
gu’a la fin de I'étalement, le mouvement de lawdellest contrdlé par les rétractions puisque
le niveau des protrusions semble s’adapter a desirétractions. Enfin, le calcium stimule

I'activité de protrusion de la cellule, mais n’iméince pas directement I'activité de rétraction.

2,5 ‘ ;
Protrusions SB +
500uM CaCl

5 | |
% 15 Rétractions SB
g +500uM CaCJ
B ‘
T 1 Rétractions SB

0,5 4

O T T T T T
0 25 50 75 100 125 150
temps (sec)

Fig 3.1€: Somme des protrusions moyennes et rétractionemneg entre l'insta
initial et I'instant t en fonction de t, cellulesX& sur du verre, en tampon SB et !
500uM CadCl. Les pentes moyennes des courbes de protrusiam éw50s) €
aprés (t>50s) apparition des rétractions sont ingdg. Les tangentes aux coui
avant et apres t=50s ont également été représergesoir) pour illustrer le
changements de pente.
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3.1.4Influence de I'adhérence cellule-substrat sur I'agvité périodique des

protrusions et rétractions

Nous nous sommes ensuite demandés si la natungbdtrat pouvait influencer la présence,
la fréquence ou I'amplitude des oscillations ob&esvliors de I'étalement. Nous avons réalisé
des substrats de verre recouverts d’APS (3-AminoptreethoxySilane). Ce traitement,
décrit dans la partie Matériels et Méthodes, explesegroupements NHn surface, qui sont
chargés positivement a pH 6,2 (pH du tampon SB$. ttavaux d’Emmanuel Décavé ont
montré que I'énergie d’interaction avec le substsitaugmentée d’'un facteur trois dans ces
conditions (Decave et al., 2002). Les courbes miogend’étalement sur cette surface en
tampon SB et SB + 500uM CaCdont données sur la figure 3.17. Les vitessegaliest
d’étalement (2,5um2/s et 4,4um2/s en SB et SB eiwa) et les aires maximales atteintes
(160+ 20um2) sont comparables aux valeurs obtenuesusverde (respectivement 2,3f/m

et 3,8un¥/s pour les pente & I'origine, et 150fiemviron pour les aires totales). La cinétique

de I'étalement n’est donc pas modifiée par ledragnt a I'APS.
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200 ~

SB + 500uM
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Fig 3.17 : Etalement moyen de cellules AX2 sur verre trait&PS, en tampon SB
(pointillés), et SB + 500uM Cagitrait plein). Moyennes sur 15 cellules.

La courbe des protrusions moyennes fait toujoursartre des pics assez régulierement
espacés (voir figure 3.18). En revanche, a la fin I'détalement, le niveau moyen et
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'amplitude des protrusions sont fortement rédpds rapport au substrat en verre. De méme
le niveau des rétractions reste trés bas toutrapde I'enregistrement. On peut penser qu’a la
fin de I'étalement, la cellule adhére fortementasulrface, et n’est pas capable de faire des
rétractions efficaces, ce qui, d’apres ce que o, diminue sa capacité a eémettre des

protrusions.
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Fig 3.18:Courbes de protrusions et rétractions moyenreesadlules AX
en tampon SB sur une surface de verre traitée A3 AVioyennes sur 15
cellules.

En calculant la période moyenne des protrusion®\B&, on obtient : 10,2 4,0s en SB et 7

+ 2,8s en SB + 500uM CallCompte tenu de lincertitude des mesures, cesuvalne
différent pas significativement de celles obtenue&seédemment (74 2,3s et 7,& 2,6s pour
les protrusions en SB et SB + 500uM Gaglir verre). Pour les rétractions, il est plusiciié

de conclure car le bruit devient important par mp@ I'amplitude des pics. Mais des pics
semblent toujours exister. Donc la nature plus aine adhésive du substrat ne semble

influencer ni I'existence ni la fréquence des datidns observées lors de I'étalement.

En conclusion, l'effet du calcium et de la natutaspou moins adhésive du substrat sont
résumeés sur la figure 3.19, qui donne les valewrgemnes des protrusions et des rétractions
au début de I'étalement et a la fin de I'étalementpourcentage de l'aire totale atteinte par

seconde.
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Cette figure nous permet de résumer les conclusibtenues : le calcium augmente le niveau
moyen des protrusions lors de I'étalement jusgajgparition des rétractions, mais pas apres.
L’augmentation de I'adhérence ne change pas leanide protrusion au début de I'étalement,
mais affecte I'amplitude des rétractions. Enfin,fiend’étalement, les rétractions limitent la

valeur des protrusions.

0,025

0,015 A
0,01
N ' [
0 ; ; ‘

verre-SB APS-SB verre-SB + calcium APS-SB + calcium

(dA/dt) /Amax

Fig 3.1¢: Valeurs moyennes des protrusions au début delégtent (t<50s) lj ).

des protrusiond ) et rétractiolll( ) a la dim I'étalement (50s<t>100s), en fracti
de l'aire maximale par seconde. Les valeurs somnédes pour les expériences fe
sur lamelles de verre et lamelles de verre trai@d'®\PS, soit en tampon SB, soit
tampon SB+ 500uM Cagl

3.1.5 Polarisation de I'étalement

Définition d’'un pseudopode

Nous avons vu précédemment que I'étalement n’estipgrocessus continu et isotrope, mais
gu’il se fait par des gains d’aire successifs suivdes directions privilégiées. Nous avons
voulu étudier plus en détail cette polarisation’émlement. Dans la suite de cette partie, on
appellera ces gains d’aire dans une direction qudigre des pseudopodes, pour faire la
différence avec le terme générique de "protrusiarployé jusqu'a présent. En effet,

comme nous allons le voir dans la suite, plusigurs d’une courbe de protrusions peuvent
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correspondre a un gain d’aire dans une méme directit donc a un méme pseudopode. I
faut tout d’abord définir ce que I'on entend paeyopode. On prendra comme définition
une expansion importante de l'aire de contact dane direction donnée. Tant que
I'expansion est supérieure a une valeur minimatepi@ndra 0,5pAfs pour toute la cellule)

et que la cellule gagne de l'aire dans la mémectiine (a+ 45° de la direction initiale), on
considérera qu'il s’agit du méme pseudopode.

On obtient donc deux critéres pour classer leszdfexpansion d’aire, un critere de seuil de
gain (critere C1) et un critére de localisationtéce C2). Ce fractionnement des aires gagnées
suppose gu’il n'y ait qu’un pseudopode a la foisgdéa cellule, ce qui est le cas le plus
souvent mais pas toujours. Pour simplifier, quamdneuveau pseudopode démarre, on

considérera donc arbitrairement que le précédenemsingé.

Pour observer les pseudopodes successifs, nous @&eoih un programme dans Image Pro
Plus, qui, a partir d’intervalles de temps fixés patilisateur, colore les aires gagnées au
cours de chaque intervalle d’une couleur particaliQuelques exemples d'images obtenues,
ainsi que les courbes de protrusions corresporalantellules étudiées, sont données sur la
figure 3.20.

Sur les images obtenues, les directions successigesétalement sont bien mises en
évidence. On remarque qu’il peut y avoir plusiepgsudopodes dans une méme direction,
séparés par une période de faible activité (vairciellules B et C). On remarque également
gu’'avec les critéres choisis, la durée d’'un pseadepest assez variable, mais s’étend la
plupart du temps sur plus d’'un pic de la courberdérusions.

La cellule arrive a se polariser rapidement apeesontact, en quelques secondes. Mais la
toute premiere direction prise n’est pas forcént@mtirection principale de I'étalement (voir
le cas des cellules A ou C), ce qui nous indique lgucellule est capable de se polariser
rapidement méme en l'absence d'un gradient chimigxtérieur, et est aussi capable de
changer d'orientation facilement. Malgré ces chamg@s d’orientation, la cellule conserve
tout au long de I'étalement une ou deux directipriacipales et est globalement polarisée
suivant ces directions.

Un autre élément montre que les cellules se pelatriges vite : sur les images de la figure
3.20, la zone de contact initiale est représeméblanc. Dans les trois cas, les pseudopodes
n'apparaissent pas tout autour de ce point, mais &oignent, si bien que lors de I'étalement,
le point de contact initial avec le substrat njgess un point central de la surface de contact de

la cellule mais plutdt un point périphérique.
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De plus, comme nous I'avons remarqué auparavampiog de contact initial est tres souvent

I'endroit d’ou démarrent les rétractions.
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Figure 3.2(: Images montrant les pseudopodes successifs éofgtdlement de cellul
AXx2 sur verre, et les courbes de protrusions cqoeslantes d’apres les deux crité
C1 et C2 définis précédemment. Le point blanc sarfilms correspond auomt de
contact initial. A et B cellules Ax2 en tampon SB, cellule en tampon SB+ 500}
CaClb,
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Autre élément remarquable, comme on le voit sdigiare précédente, les différents pics ne
sont pas tous indépendants. La plupart du temps, ol trois pics, voire plus, correspondent
a une protrusion émise dans la méme direction.nEldi fait que les pics de protrusion ne
paraissent pas tous indépendants, puisque plugigsrsorrespondent a une activité dans une
méme direction, suggere qu’au-dela de l'apparigp@miodique des pics il y a une autre
activité importante pour I'étalement, voire pounatilité. Elle correspondrait a la « durée de
vie » d’'un pseudopode, temps moyen que met lalegllaur remettre en cause la direction
dans laquelle elle s’étend. Néanmoins, nous n'ajms étudié en détail la distribution
temporelle de ces pseudopodes, le phénomene @artamsins régulier que pour les pics de

protrusion.

Mise en évidence de lamellipodes dans la zone d&raétion

Un autre élément des films nous donne des infoomatsur la polarisation des cellules : a la
fin de certains films, on voit apparaitre au niveles zones de rétraction des zones plus
sombres que le reste de la cellule. De telles zeant parfois aussi présentes au coeur de la
cellule, sous forme de petites taches (figure 3.Zbmpte tenu du mode de microscopie
utilisé pour réaliser ces images, ces zones sonp@gent avoir plusieurs origines : soit dans
ces zones la membrane est plus proche de la suyfi@céans les autres régions, soit ces zones
contiennent plus de matiére que dans le reste delllde, ce qui rend la région plus opaque.
Pour confirmer la localisation de ces zones auanivdes rétractions, et tester I'influence de la
nature du substrat sur ces zones noires, j'ai €ttes zones sur des surfaces de verre traitées
au 3-AminoPropyltriethoxySilane. Ce traitement aegte I'adhésion et diminue le niveau

moyen de rétractions, comme on I'a vu.

Fig 3.21: Image extraite ¢
I'étalement d'une cellule AX
montrant la présence de zo
tres sombres a l'arriere de
cellule mais aussi au cceur
celle-ci sous forme de petil
taches.
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Nous avons déterminé la proportion de cellules gt de telles zones noires lors
d’étalements sur APS et sur verre. Ces évenementsbeaucoup plus fréquents sur APS,
comme on le voit sur la figure 3.22. En effet, pdes70 % des cellules présentent de telles
zones sur APS, contre seulement 30 % sur verreplid® ces zones sont en moyenne plus
grandes sur APS (elles occupent en moyenne judqy3®6 de l'aire de contact total, contre
8,3% sur verre). Le fait d’ajouter du calcium nedifie pas ces observations. Il pourrait
s’agir de zones fortement adhérentes ou la celluézce des forces pour se contracter, sans
parvenir a se détacher du substrat. De ce faiedgidn membranaire serait importante et
I'épaisseur de la cellule a cet endroit faible. Reses de ce type ont été observées par le
laboratoire de Gingell (Owens et al., 1988) et dentbdépendre des interactions entre la
cellule et le substrat.
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Fig 3.2Z: Pourcentage de cellules ayant des zones noinssde I'étalement ¢
fonction du substrat et du tamp

Roéle de la PI3-kinase dans la polarisation et I'étament cellulaire.

Nous nous sommes demandés de quoi pouvait dépdéadpmlarisation cellulaire. La
signalisation liée au PjRest impliquée dans plusieurs processus ou lalealhit se polariser.
Par exemple, comme on I'a vu, Emmanuel Décavé atmnaue |'orientation des cellules
sous flux dépendait d’'une signalisation impliquéntPiR; via les PI3-kinases. Pour tester
l'influence du PiR sur I'étalement cellulaire, nous avons utiliséinimbiteur des Pi3-kinases,
le LY294002 (figure 3.23).
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La vitesse initiale d’étalement diminue linéairemawec I'ajout de LY294002. On passe de
2,8um2/s en I'absence de LY294002 a respectiveid@net 0,6 um2/s a des concentrations
de 10 et 30uM. En revanche, jusqu'a 10uM, l'airal® atteinte par la cellule n'est pas
modifiée. A cette concentration, l'activité périqde des protrusions et des rétractions ne
semble pas non plus perturbée (figure 3.24). LiagulOuM de LY294002 n’a donc qu’'une
faible influence sur la cinétique d’étalement delfutes AX2.

1257 [LY294002]=0uM [LY294002]=10uM

/[LY294002]:30p M

0 \ \ \ \ \
0 20 40 60 80 100 120

temps (sec)

aire en um2
=Y
o
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|

Fig 3.2%: Etalement moyen de cellules AX2 sur verre &wifftes concentrations de
LY294002. Les pentes initiales sont respectivenet8 , 2,1 , et 0,6 |*/s pour des
concentration en LY294002 de 0, 10 et 30uM.

Nous nous sommes ensuite demandés si la présertehdsteur modifiait la morphologie
des cellules lors de I'étalement. Pour le savaigsiavons fait le méme traitement que pour la
figure 3.20 pour des cellules en absence de LY2®40@n présence de 10uM de LY294002
(figure 3.25). En absence de LY294002 (figure 3.23&talement est bien polarisé comme
décrit précédemment. L’ajout de I'inhibiteur suppei la polarisation des cellules. Des
pseudopodes sont établis dans toutes les direcigosir du point de contact initial.
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Fig 3.2¢: Cellule AX2 s’étalant en présence de 10uM de ¥9@Q sur un
surface de verreAire de contact en noimprotrusions en bleurétractions e
rouge.Pour cette cellule, les protrusions ont une périatteyenne de 7,62,1s

En conclusion, en présence de 10uM de LY294002¢ddsles sont capables de s’étaler,
mais la polarisation de I'étalement a disparu. &l&mnent polarisé des cellules est donc lié a
'action des Pkinases. A des concentrations plus importante& 294002, la cinétique
d’étalement est perturbée. Cela pourrait étre lim@ moindre polymérisation de l'actine du
fait d’'une concentration en PJPBlus faible, ou a une toxicité globale du proauitdu solvant
utilisé (DMSO).

A B Fig 3.2t:  Pseudopode
successifs lors de I'étalem
de cellules AX2. L
pseudopodes sont isolés st
les citeres décrit
précédemment, puis colo
par ordre d’apparition en vel
bleu clair, bleu, violet, rouge
jaune. Le point blanc s
chaque image correspond
point de contact initial c
I'étalement A : tampon SB -
0,25% DMSO (contrdle)B :
tampon SBr 10puM LY 29400z

99



tel-00193002, version 1 - 30 Nov 2007

3.2 Etude du rble de la protéine Phg2 dans la mtite
cellulaire.

3.2.1 Introduction

Lors de ma these, une partie de mon travail a st#naicaractériser le réle de la protéine Phg2
dans la motilité cellulaire. Cette protéine a édéntifice par le groupe de P. Cosson
(Université de Genéve), dans un crible de mutayasitaun défaut de phagocytose de billes
fluorescentes (Gebbie et al., 2004). Puis le gardamt pour Phg2 a été invalidé dans la
souche sauvage DH1 par insertion recombinante gaaenir une invalidation stable (phgj2

Ce géne code pour une protéine de 1389 acides sngné comporte plusieurs domaines

fonctionnels, notamment un domaine serine/thréokinase, un domaine de liaison aux

petites protéines G de la famille Ras, et un domdm liaison au PP La protéine possede

également deux domaines riches en prolines (vguirdi 3.26 et Matériels et Méthodes).

N tet PRD PIF,D KINASE Cter
P
D,

Fig 3.26: Principaux domaines de la protéine Phg2: NKBE:
serine/thréonine kinase, RBD : Ras Binding Dom&®RD: Prolin Ricl
Domain, PIF,D : domaine de liaison au PP

Le groupe de F.Letourneur (Institut de Biologi€Caimie des Protéines, Lyon) a construit des
plasmides pour exprimer la protéine Phg2 dépoudue de ces domaines, en fusion avec la
Green Fluorescent Protein (GFP). Ces différentestoactions ont été décrites dans la partie
Matériels et Méthodes. J'ai utilisé ces plasmidesrpfaire des complémentations dans le

mutant nul phg2.

Les travaux de ces deux groupes ont montré queokgipe est présente a la fois dans le
cytosol, et au niveau de la membrane plasmiquegrbepe de F.Letourneur a montré que le
recrutement de Phg2 a la membrane plasmique estpemsable pour la capacité de
phagocytose des cellules, et qu’il se fait viat€naction spécifique du domaine N-terminal de

la protéine avec le PI(4,5)Présent a la membrane.
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Outre ce défaut de phagocytose, les cellules widéda protéine Phg2 placées dans le milieu
de culture HL5 adherent tres mal aux surfaces deeveu de plastique. En revanche,
'adhésion est normale en tampon SB. Mais danam@an, les cellules phd2résentent un
défaut de motilité important : la vitesse des defiten mouvement spontané est environ trois
fois plus faible que celle des cellules sauvagessdue ces cellules sont stimulées par un
flux, leur vitesse augmente dans les mémes prapargue celle des cellules sauvages, mais
reste trés inférieure en valeur absolue (5pm/mimtreol5um/min environ chez DH1, la
souche parentale).

La fonction exacte de Phg2 n’est pas connue. L&m® pourrait jouer un rdle dans la
régulation du cytosquelette d’actine au niveauadedne de contact avec la surface. En effet,
aprés quelques minutes d'adhésion, des petiteststes riches en actine se forment au
niveau de la zone de contact entre la cellule esulestrat (figure 3.27). Ces structures
pourraient correspondre aux points de contact @édains I'introduction sous le nom d’actine
foci. lls sont de taille beaucoup plus importantez un mutant phdg2que dans la souche

parentale.

2min 10min

Fig 3.27: Cytosquelette d’actine au niveau de la surfacea®act cellule substr:
apres 2 ou 10 mn d’adhésion sur une surface desvenrtampon phosphate.
cellules sont fixées et I'actine marquée par lalfgidine. (Gebbie et al., 2004)
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Nous avons voulu mieux comprendre le défaut delitéotie phg?\, et notamment connaitre
le role de chague domaine de la protéine a l'aiee différentes constructions dont nous
disposions. Nous avons dans un premier temps oudfiue le défaut de motilité de plAg2
n'est pas lié a un défaut d’adhésion en tampon (@5 nous nous sommes intéressés a

I'étalement de ces cellules et notamment a leuacépa se polariser.

Avant de caractériser le réle de chaque domaines myons commenceé par comparer les
niveaux d’expression de chaque plasmide dans lkdesecomplémentées. Ces niveaux sont
révélés assez variables d’'une construction a utre,ae qui peut avoir de I'importance pour

l'interprétation des résultats (voir figure 3.28).

GFP-Phg2 GFP-PhgANter

GFP-Phg2kinase GFP-PhgARBD

Fig 3.2¢: Fluorescence de cellules phgi2xprimant la GFP en fusion a\
Phg2 privée du domaine indiqué.Le temps d’expasid@b le gain de |
caméra sont les mémes pides quatre photo

En particulier, la surexpression de la protéineZPtmgmpléte en fusion avec la GFP était tres
forte. Pour les autres souches, la fluorescencerafs était équivalente d’'une souche a
l'autre, et les images données sur la figure 3 @8 rpermettent de retrouver la localisation
renforcée a la membrane décrite précédemment, pawrf la souche exprimant GFP-

Phg2\Nter, dépourvue du domaine de liaison au,PGe domaine de liaison est donc bien

responsable de I'attachement & la membrane de Phg2.
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3.2.2 Role des différents domaines de Phg2 dansdtesion cellulaire

La force d’adhésion des cellules sur une surfaceede a été déterminée grace au montage
expérimental décrit dans la partie 2.6 (Matériets Methodes). Ce montage permet
d’appliquer un gradient de contrainte hydrodynamaigur un ensemble de cellules adhérant
sur une surface. En observant le décollement dadese on peut déterminer la contrainte
nécessaire pour détacher 50% des cellules en 1fmde(sq.,). On assimile cette contrainte

a la force d’adhésion des cellules avec la surface.

Tout d’abord, nous avons retrouvé le fait que l@glbn en tampon SB n’est pas modifiée
chez le mutant phd® puisque le®soy, valent respectivement 1,65 Pa et 1,5 Pa pour DH1 et
phg2A. En HL5, le défaut est bien présent, puisque leefa’adhésion du mutant est 10 fois

plus faible que celle de la souche sauvage (figuz®).
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Fig 3.29 : Contraintes de détachememnty,en milieu HL5 de phg2et des cellule
phgz4 complémentées, exprimées en % de la valeur desesgbarentales DH1.

Comme on le voit sur la figure 3.2Bexpression de la protéine compl&&P-Phg2 dans le
mutant phg2 rétablit une adhésion normale, alors que les sgtvastructions incompletes ne
restaurent que partiellement le défaut, a envird¥ @le I'adhérence de la souche sauvage.
Cette différence pourrait étre due au niveau d'esgion de Phg2 dans les différentes
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souches. Il est en tout cas difficile d'impliquar domaine plutét qu'un autre dans le défaut
d’adhésion.
Néanmoins, ce défaut d’adhésion se manifestanarapdn HL5 et pas en tampon SB, il ne

peut expliquer les problémes des cellules ghg@ur se mouvoir en tampon SB.

3.2.3 Rdle des différents domaines de Phg2 dangtatilité induite par un

flux hydrodynamique

Vitesse et directionalité

Pour poursuivre I'étude, nous avons cherché a savdes différentes constructions a notre
disposition pouvaient complémenter le défaut deilitotdle phg2y Pour cela, nous avons

mesuré la vitesse des cellules soumises a un fjdxodynamique (contrainte de 2,4 Pa),
selon le protocole décrit au chapitre 2.4 (Matériet Méthodes). On détermine ainsi de
maniére statistique la vitesse moyenne des celkdamises a un flux (figure 3.30) et leur

orientation moyenne par rapport au flux (figurel3.3

vitesse moyenne en pm/min
(0]
|

0 - ‘
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Fig 3.3(: vitesse moyenne des cellules DH1, phgRphg2l complémentées sowsat
a un flux (contrainte 2,4 Pa) en tampon SB + 1ImMCza
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Le défaut de motilité de phgzst net sur la figure 3.30 : La vitesse de cedllesllest en
moyenne trois fois moindre que celle de la soucheergale. Comme pour l'adhésion,
'expression d’'une partie de Phg2 ou de Phg2 comp@gmente la vitesse des cellules.
Néanmoins, la protéine compléte (pAg2GFP-Phg2) ne complémente que partiellement le
défaut. Les cellules complémentées les plus mobslest les cellules phge+ GFP-
Phg2Z\kinase. Le domaine kinase de Phg2 n’est donc pdisp@ensable pour la motilité

cellulaire telle gu’elle a été mesurée ici.

0,9
0,8
0,7
0,6
0,5

flux

0,4 -
0,3 -
0,2 -

0,1 -

0 -

cos moyen de I'angle avec la direction du

DH1
phg2A
phg2A +
GFPPhgz
phg2A +
GFP'Phg?Akinas
phg2A +
GFP‘PhQ?ARB[

phg2A +
GFP'Phg%Nter

Fig 3.31: Directionalitt  moyenne des cellules DH1l, 2hg ef
phgz4 complémetges soumises a un flux (contrainte 2,4 Pa) en tenpB -
1mM CaC}

D’autres informations sont apportées par la mederéa directionalité des cellules, c'est-a-
dire du cosinus moyen de I'angle que font les ¢etlavec la direction du flux. Les cellules
de Dictyostelium discoideunsont naturellement sensibles a I'exposition a oostrainte
hydrodynamique, et tendent a s’orienter suivartilaction de cette contrainte (Fache et al.,
2005). De ce fait, la détermination de I'angle moygie fait une cellule avec le flux, ou de
son cosinus, nous renseigne sur la capacité dellldeca sentir les forces et a y répondre de
maniere directionnelle. Or on voit sur la figur&@B.que les cellules ou le gene phg2 a été
inactivé se polarisent moins par rapport au flug tgs cellules parentales DH1 (cosinus plus

faible donc angle avec le flux plus important).ipeession de la protéine Phg2 totale restaure

105



tel-00193002, version 1 - 30 Nov 2007

la directionalité du mouvement, de méme que I'esgicn de la protéine Phg2 privée du
domaine RBD ou du domaine kinase. Ce dernier @iscitnfirme que ce domaine n’est pas
essentiel pour la motilité. En revanche, I'expressd’'une protéine privée du domaine

d’attachement au Pifme suffit pas pour restaurer une directionaliténade.

En résumé, on peut identifier deux défauts damsdslité des cellules phg®: un défaut de
vitesse et un défaut d'orientation par rapportlax. fLe domaine kinase de Phg2 n’est pas
essentiel pour la motilité cellulaire, par contieedomaine de liaison au Rlst important
pour l'orientation des cellules sous flux. D’aupart, I'adhésion en milieu HL5 et la motilité
en milieu phosphate sont deux phénomeénes biemclisti alors que I'expression de la
protéine Phg2 entiere complete le défaut d’adhédemphg? en HL5, la motilité n'est pas
parfaitement rétablie en SB, et c’est I'expressittn Phg2 privée du domaine kinase qui

restaure totalement la motilité des cellules.

Morphologie des cellules sous flux

Suite a ces observations, nous avons voulu savoila sfaible vitesse des cellules
phg2A pouvait étre liée & une incapacité a émettre desysions ou des rétractions. Nous
avons cherché a observer ces cellules sous fliaxt grossissement (figure 3.32).

Ces observations se sont avérées assez délicaias. d&Nons néanmoins pu tirer quelques
conclusions : comme on le voit sur la figure 3.B2cellule phg? est tout a fait capable
d'émettre des protrusions, mais elle ne se démase De plus, ces protrusions semblent
apparaitre a n'importe quel endroit de la cellaléherent sur le substrat, puis au bout d’'un
certain temps la cellule les rétracte, ce qui indigu’elle est également capable d’effectuer
des rétractions. Cela signifie donc que ces calldet soit un défaut au niveau de la

stabilisation des protrusions, soit un défaut darnsation cellulaire.
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t=25s t =45s

t=60s

t=110s

direction du flux

Figure 3.3:: Deux cellules phgZ2 soumises a un flux hydrodynamique de
et observées soit en RICM (A) soit en microscopieraraste de phase (|
Les flecles blanches indiquent les directions d’émissiopradé¢rusions.

Le fait que la cellule émette des protrusions dantes les directions pourrait indiquer qu’elle
a des difficultés a s’orienter ou a se polarisepesence d’'un flux.

Nous avons ensuite cherché a connaitre la lodalisde Phg2 dans une cellule motile. Pour
cela, nous avons observé la fluorescence de cellplg2d complémentées par GFP-

Phg2Z\kinase, cette construction ayant I'intérét d’awaie bonne fluorescence et de restaurer

la motilité des cellules phg2

Fig 3.3%: Fluorescence c
cellules phg2A + GFP-
Phgzdkinase soumises

un flux.

—P direction du flux
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On trouve de la fluorescence sur tout le pourt@utadcellule, mais cette répartition n’est pas
homogene. Il existe des zones de fluorescenceoplisoins importante, mais il ne nous a pas
été possible de relier leur présence a I'apparii@zones de protrusions ou de rétractions, ou

bien a I'orientation du flux.

Pour simplifier I'étude du mutant phfi2 nous avons donc décidé de nous intéresser a

I'étalement des cellules phfyzt phg2A complémentées.

3.2.4 Role des différents domaines de Phg2 dangdlément cellulaire

Cinétigues d'étalement

Tout d’abord, nous nous sommes intéressés a laiqueéed’étalement des cellules DH1 et

phg2A (figure 3.34). Les vitesses d’étalement des cedldt les aires maximales atteintes ne
sont pas significativement différentes. Pour queenticela, les cinétigues moyennes

d’étalement de la figure 3.34 ont été ajustéesiparfonctions Aaxtanh @it). On obtient Ay

= 91unf eta = 0,0168 pour DH1, et Aa = 98unf et a = 0,0128 pour phgA. En

'absence de Phg2, les cellules sont donc capalilasettre des protrusions et de s’étaler.

120
T [ | | Fig 3.34: Etalement moy
100 1 T des cellules DH1 (noir)
phg2A (orange) sur verr
80 1 en tamponSB + 500uN
‘% CaCk. Moyennes sur
s 60 1 L : cellules, les barre
o L d’erreurs  corresponde

® 40 aux ecarts-types.

20
0 T T T T T
0 25 50 75 100 125 150
temps en secondes

En revanche, les cinétiques d’étalement des cslloifiggd complémentées par des protéines

de fusion sont plus variables : les cellules exprntrPhg2 entiere ou Phg2 privée du domaine
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N-terminal ont une aire maximale un peu plus gramae les DH1. Mais surtout les cellules
exprimant Phg2 privée du domaine kinase ou Phg@éeridu domaine de liaison aux
protéines Ras atteignent une aire moindre quedisles DH1 (figure 3.35). Ces différences
ne sont pas corrélées avec les vitesses initiagtalement, puisque les cellules exprimant
GFP-Phg2 sont les plus lentes des cellules compitéee. Ces différences entre cellules,
alors que les cellules phfy2ont une cinétique d’étalement comparable a cedeDéHl,

pourrait étre liée aux différences de niveau d’egpion entre les constructions GFP.

160
140 -
phg2A + GFP-Phg2Nter
120
‘% 100 4 phg2A + GFP-Phg2
c 80 -
()
3 60 =
®
40 -
20 phg2A + GFP-Phg2kinase
0+ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘
0 25 50 75 100 125 150
temps en secondes
GFP-Phg2 GFP- GFP- GFP-
Phg2ANter Phg2Akinase Phg2ARBD
Amax (umd) 148 124 66 64
a(sh 0,009 0,019 0,012 0,018

Fig 3.3t : Etalement des cellules phd2omplémentées sur verre en milieu SB +
500uM CadCl. Le tableau donne les parametres du fit des quaitebes par une
fonction Amax.tantat).

Nous avons ensuite utilisé le programme décritg@émment pour mesurer les aires gagnees
et perdues par les cellules pAgau cours de I'étalement. Des exemples de courle po
phg2A et DH1 sont donnés sur la figure 3.36. On conggaten I'absence de la protéine
Phg2, les cellules sont toujours capables de tweerétractions. De plus, on peut remarquer
au niveau des protrusions que les pics sont tosljagulierement espacés (période dei6,1

2,7s pour phg2 contre 7,2t 3,2s pour DH1 pour les cellules de la figure 3.36)
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Les cellules phg® n'ont pas de probleme pour émettre des protrusarndes rétractions.
L’origine de leur défaut de motilité doit donc éaileurs. Si la cellule est capable d’émettre
des protrusions et des rétractions normalements maelle n'avance pas ou trés lentement,
cela peut signifier que les protrusions/rétractiéngses ne sont pas efficaces, par exemple

parce qu’elles n'ont pas lieu au bon endroit egoielles ne sont pas stables.

° DH1
125 4
o 100 A £
g £
- 3
g 75 5
g o
c T
S 50 - 5
S S
2 25- kS,
4 g
0
0 25 50 75 100 125 150 175
temps (sec)
120 pthA 4
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Aire de contact en um2
Variation d'aire en umz2/s

temps (sec)

Fig 3.3€: Exemple de courbe d’étalement,metrusionset derétractionspour une cellul
DH1 et une cellule ph¢d sur verre en tampon SB + 500uM CaQles principaux pics
sont indiqués par des points noirs.

110



tel-00193002, version 1 - 30 Nov 2007

Morphologie des cellules lors de I'étalement

Pour tester cette hypothese, nous avons étudi@dphologie des cellules DH1 et phghrs
de l'étalement. Des images de I'étalement de @dlWH1 et phgR® caractéristigues sont

données sur la figure 3.37.

t=0s t=20s t=40s t=60s

t=80s t=100s t=120s t=140s

Ml

Fig 3.37: Exemple d'étalement d’'une cellule DH1d&aine cellule phgd sut
verre en tampon SB+ CaCl2 500uM. Les films ont sggmentés l'aire de
contact avede substrat est en blanc et le reste de I'imagesastoir. Les fléch
rouges indiquent les directions privilégiées d’'étaknt de la cellule DH1.

Les cellules phg® ont une morphologie trés difféerente des DH1 lagsl’dtalement : alors
gue l'étalement d’'une cellule DH1, comme celui @ducellule AX2, suit des directions

privilégiées (voir a t = 20s ou t = 80s par exenpleétalement d’'une cellule phd2est
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pratiguement isotrope. Autre différence, a la fim ltalement, ces cellules sont tres peu

actives comparées aux cellules DH1.

Les films montrant les aires gagnées et perduesderl’étalement pour les deux types de

cellules confirment ces observations (figure 3.38).

Hl h

-

t=15s t=90s t=15s t=102s

t=36s t=123s t=66s t=135s

t=66s t=150s t=84s t=186s

Fig 3.38: Aires gagnées et aires perdues lors dmlement d’une cellule DH1 et d’L
cellule phg2l sur verre en tampon SB+ 500uM CaCles aires gagnées s
représentées en bleu et les aires perdues en rdega. une meilleure visibilité d
zones, on a calculé les variations d’aires sur gésiodes de trois secondes et
d’'une seconde. La position du point initial de @mttest représentée par un rond blanc.

La cellule DH1 se polarise sans probleme. Les psains sont localisées a une extrémité de
la cellule et sont plut6t étroites. Au contraireupla cellule phg2, une grande protrusion se
forme, et elle semble se développer sur pratiquéetoen le pourtour de la cellule. La forme
de cette protrusion est tout a fait particuliéedle est tres ronde et ressemble a un ballon que
I'on gonfle. De plus cette protrusion dure longtemgntre 66 et 135s ici, alors que pour DH1
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comme pour AX2 on voit plutbt se succéder des psuins allongées toutes les 20 a 30

secondes environ.

Nous avons ensuite étudié la morphologie des esliphgA complémentées lors de
I'étalement (figure 3.39). Aucune des surexpressioartielles ou totales de Phg2 ne rétablit
entierement le phénotype d’étalement des celluld&.ans le détail, les cellules mutantes
exprimant Phg2 totale ou Phg2 privée du domainkad®n aux protéines Ras ont a peu prés
le méme phénotype : ces cellules émettent desugrotrs plutdt étroites et allongées comme
celles de DH1. Les protrusions tres larges et emdade ballons ont disparu. Néanmoins, ces
cellules ont toujours des problémes pour se pelariEn effet les protrusions sont
nombreuses, souvent de trés courte durée, et smairties tout autour de la cellule.
Contrairement a DH1 on peut dailleurs voir des tpusions distinctes apparaitre
simultanément a différents endroits du contourutalle (voir par exemple a t = 54s pour
phg2A + GFP-Phg2 ou a t = 120s pour pAg2 GFP-Phg2ARBD). Les cellules exprimant
Phg2 entiére sont statistiquement un peu mieuxigéks que celles exprimant PA§BD.

Enfin, les cellules exprimant Phg2 privée du domadiiterminal ont une morphologie qui

ressemble a celle des cellules phg2

Il semble donc y avoir deux parametres a distinglaars I'étalement des cellules DH1 ou
phg2A : d’une part la forme plus ou moins ronde ou @k d’une protrusion, et d’autre part
la localisation des protrusions successives, efrdation du contour cellulaire qu’elles
occupent. Ce dernier élément traduit la polarisatie la cellule (protrusions concentrées d’un
c6té de la cellule, et rétractions de l'autre, ootnoisions présentes sur tout le pourtour de la

cellule).
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phg2A + GFP-Phg2AN-ter

t=3s t=36s t=54s t=87s t=120s

phg2A + GFP-Phg?2
t=45s t=54s t=63s t=123s

t=3s

phg2A + GFP-Phg2ARBD
t=3s t=60s t=90s t=120s t=135s

phg2A + GFP-Phg2\kinase
t=3s t=27s t=42s t=87s t=117s

Fig 3.39 : Exemples d’étalement de cellules [4exprimant GFP-Phg2, GFP-
Phgz4kinase, GFP-PhgaRBD ou GFP-PhgaN-ter. La position du point initial ¢
contact est représentée par un rond blanc.

La morphologie des cellules exprimant Phg2 sardoleaine kinase est trés différente. Les
protrusions ont toujours la forme ronde de ballansec une aire qui semble se propager
autour d’'un point, mais ces protrusions sembleat tte méme moins larges que celles de

phg2A. De plus, on voit a la fin de I'étalement que é&lue arrive a se polariser. En effet, a
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partir de t = 117, on distingue bien les protrusi¢en bleu sur la figure 3.39) qui se font a
droite de la cellule et les rétractions (en rougela figure 3.39) qui ont lieu plutét a gauche
de la cellule.

La figure 3.40 résume les observations faited’'étalement et la motilité des cellules DH1,

phg2), et phg2 complémentées

phg2A + phg2A + phg2A +
DHL | phg2a GFP- GFP- GFP- | P9
Phg2ANter | Phg2ARBD | Phg2Akinase
Motilité (flux
e |- + + ++ +
Vitesse
Motilité (flux
e (o) - 4y 1 - ++ ++ ++
Directionalité
Etalement
++ | ++ ++ + + ++
Surface
Etalement
Polarisation ++ - - - ++ +
cellulaire
Etalement
Protrusions | ++ - - ++ - ++
allongées

Fig 3.4(: Résumé des résultats obtenus sur les cellules PHE2A, et
phgz4 complémentées. « ++indique un comportement normal pour
parametr, « - » indique un défaut, et «»indique un défaut partielleme
complémenté.

Le domaine kinase de Phg2 semble influencer la dodas protrusions, mais pas leur
localisation. Les cellules exprimant Phg2 privéecdedomaine n'ayant pas de probleme de
motilité, on en conclut que ce défaut de formemtesrusions ne peut expliquer les problémes
de motilité des cellules phg2 Pour les autres complémentations, les celluled &es
protrusions dans toutes les directions et ont du @nase polariser. Or ces cellules
complémentées sont moins motiles que les cellaegagies DH1, méme si elles le sont plus
gue les cellules phg2

Le défaut essentiel des cellules pAgdncernant la motilité cellulaire est donc proeatxént

un défaut de polarisation des cellules, lié audag les cellules émettent des protrusions dans
toutes les directions ou au fait qu’aucune protmusie semble étre assez stable dans le temps

pour permettre la polarisation cellulaire.
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Pour quantifier ces observations, nous avons détéria portion du contour de la cellule
occupée par des protrusions a chaque instant tqesucellules DH1 et ph§2Les données
obtenues sont représentées sur la figure 3.41feome d’histogrammes. L'étalement étant
souvent isotrope lors des toutes premieres seconuEme pour des cellules DH1 ou AX2
comme on l'a vu, et les cellules plg2tant souvent peu actives a la fin de I'étalements
n'avons étudié que les données correspondant teags compris entre 20s et 150s apres le

début de I'étalement.

25

20 -

15
@/ DH1
10 ol phg2h
§ I_\
NP il
10 20 30 40

Fréquence d’apparition en %

50 60 70 80 90 100

% du contour occupé par des protrusions

Fig 3.41: Histogramme du pourcentage du contour des cedludecupé par di
protrusions lors de I'étalement pour des cellulddl et phg2l . La figure regroup
les valeurs obtenues a différents t entre 20s @s Hpres le début de I'étalement,
25 cellules de chaque souche.

Cet histogramme confirme les observations faitedesufilms. Les cellules phd2 présentent

typiqguement des protrusions sur 60 & 80 % de lentoar, alors que les cellules DH1 ne font
des protrusions que sur 30 a 50 % de leur con@imanque de localisation des protrusions,
empéche la cellule de se polariser et pourraitiguet les problemes de motilité de ces

cellules.

Polarisation des cellules pha®

Pour comparer la capacité des cellules DH1 et Aldgge polariser, nous avons exprimé dans

ces deux souches deux fragments de protéines iem fagec la GFP :
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- le domaine PH de la protéine CRAC. Ce domainkesau PI(3,4,5)P produit par les PI3-
kinases, dont nous avons déja vu le réle dans laripation cellulaire. Lorsqu’une cellule
exprimant le domaine PH de CRAC en fusion avecH& Ge polarise, on doit observer une
fluorescence localisée au front avant de la cellule

- La protéine LImE privée de son domaine coiled-cOktte protéine se lie aux filaments
d’actine nouvellement créés, et marque donc letfemant des cellules. Une cellule bien

polarisée doit avoir un front Limlec-GFP bien marqué et stable a I'avant de la cellule.

Nous avons observé la fluorescence de ces celarede I'étalement (figure 3.42).

phgA + GFP-Crac  DH1 + GFP-Crac

Fig 3.4z: Fluorescence de cellules DH1 et plb2xprimant [
protéine GFI-Crac. Dans les deux cas sléronts apparaissent sur
bord de la cellule au moment ou elle entre en cdrasec le substrat.

Dans les cellules ph@2on observe des fronts de GFP-CRAC, ce qui signifie la voie de
signalisation impliquant les PI3-kinases fonctioringjours dans ces cellules. Nous avons
également remarqué que sur la plupart des cellolegouvait observer un front de GFP-
CRAC au moment ou la cellule entre en contact d@exubstrat. C’est le cas pour environ
85% des cellules DH1 et des cellules phg@2n peut supposer que le contact avec le substrat
déclenche une signalisation passant par lg &linpliquée dans I'étalement.

Apres cette phase de contact, des fronts GFP-CRARent toujours apparaitre, mais ils sont
moins fréquents. Il se crée environ 0,11 frontsrpeaute et par cellule pour DH1 et 0,19 pour
phg2A. Ces fronts ont une durée de vie trés variablegtyggnent de I'ordre de 30s.

Donc les cellules phd@?ont la capacité de se polariser spontanémentissintaapparaitre un
gradient de PIR D’autre part, le développement des cellules phg& normal, méme si
'agrégation démarre plus tét que dans la soucheagge (Cherix et al., 2006). Cela signifie
gue ces cellules sont capables de faire du chiotistae, et confirme I'absence de phénotype

au niveau de la régulation du Rigar le couple PI3-kinases/PTEN.
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Pour ce qui est de LimEgc-GFP, on observe également des fronts fluoresesmets les deux
souches de cellules. Ces fronts semblent plus reambet plus larges chez plg2ue chez
DH1, ce qui est en accord avec la présence deugioirs larges observées en RICM (figure
3.43). Néanmoins, nous n’avons pas quantifié carpaire.

Une autre différence est observée au niveau derla de contact avec le substrat, ou, aprés
environ 5 minutes d’adhésion, on observe le méme tyagrégats de filaments d’actine que

ceux décrits par P. Cosson (voir introduction déegeartie).

DH1+ limE-GFP phg2\ + imE-GFP

Fig 3.43 : Fluorescence de LinfEc-GFP dans des cellules DH1 et pkb2
Focalisation A. au niveau de la zone de contact avec le subddragu milieude le
cellule. Les deux images correspondent a des eslilifférentes.

Ces agrégats apparaissant plusieurs minutes aprésntact avec le substrat, ils ne sont
probablement pas reliés directement au défautldiéent de phg® Néanmoins, il semble
gue la polymérisation d’actine soit mal contrélé@nsl les cellules phd2 L'implication de
Phg2 dans le contrble de la polymérisation de ihacpourrait expliquer les problemes de

polarisation de ces cellules, et donc les défauétaldment et de motilité observes.

118



tel-00193002, version 1 - 30 Nov 2007

3.3 Etude de la fonction des proteines PKD2 et TP@e
Dictyostelium Discoideum.

La derniere partie de ma these a porté sur I'étledeeux protéines, PKD2 et TPC, canaux
calciques potentiels d®ictyostelium discoideumJ’ai dans un premier temps réalisé
linvalidation de ces genes par recombinaison hoguot. Puis j'ai étudié différents aspects
du phénotype des mutants obtenus, notamment I'athésla motilité cellulaire, en lien avec

les données obtenues précédemment au laboratoicero@ant le calcium.

M Ly
‘e

Q/\ PKD2 pictyostelium PKD2 humain
ext ~ —~ Aﬁ

Ng}lliﬁlﬂﬁaﬁ @HH[ 4

NH, COOH

Fig 3.4<: Prédiction de structure pour PKD2 et TPEF =
domaine EF hand, CC = domaine coi-coil

Le genetpc de Dictyosteliumcontient 6260 paires de bases, et comprend uonintta
protéine correspondante, TPC, est trés longue (a0®les aminés). La structure prédite pour
cette protéine se compose de deux motifs de 5dsélimansmembranaires, reliés par un
segment de 400 aa environ (figure 3.44). Ce segeouttent également un motif EF hand
(motif de liaison au calcium). Les domaines N-terahiet C-terminal sont assez long
(respectivement 530 et 680 aa environ) et expo$éstarieur de la cellule. Les deux motifs
transmembranaires ont de fortes homologies avecaesiautres membres de la famille TPC,
que ce soit TPC1 ou TPC2 (par exemple, 25% d’itierti 36% d’homologie pour € otif

de 5 hélices avec TPC2 humain).
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Le génepkd2 de Dictyosteliumcontient 2717 paires de bases et 7 introns. Laéjmet
correspondante, PKD2, est longue de 698 acideséamaontre 968 pour son homologue
humaine (que I'on notera PKRZ, par la suite). Les deux protéines possedent legli6es
transmembranaires et la boucle correspondant auigydre la cinquiéme et la sixieme hélice
qui caractérisent les canaux TRP, et partagent #ti6@entité et 31% d’homologie. Les
domaines transmembranaires sont particulierementsereés (26% d'identité et 38%
d’homologie) et on peut donc penser que la fonctiencanal calcique de PKRZ sera
présente chez PKD2. Les principales differenceseeRKD2 et PKDRm se situent aux
extrémités N-terminale et C-terminale. PKD2 poss&86 acides aminés de moins que
PKD2,,m a I'extrémité N-terminale, et 70 de moins a I'éxtité C-terminale. De plus, en C-
terminal, alors que PKDZ, posséde un domaine coiled-coil, qui lui sert notemt a
interagir avec PKD1, et un motif EF hand, PKD2 amble posséder qu’un domaine coiled-

coil.

3.3.1 Invalidation de pkd2 et tpc et surexpressiode GFP-PKD2

Les mutants nuls ont été préparés par recombindieorologue suivant le protocole décrit
dans la partie Matériels et Méthodes.

L’inactivation effective des génes étudiés a étafieé par PCR, en utilisant des amorces
localisées aux extrémités de la cassette de résesta la blasticidine introduite dans les
constructions d’invalidation.

Les résultats obtenus par PCR sont présentéesuigures 3.45 et 3.46 potpc et pkd2
Pourtpc, on voit que le fragment amplifié avec les primdset Ph passe d’'une longueur de
750 paires de bases (pb) dans la souche sauva@@0apB, ce qui signifie qu'un fragment
d’ADN s’est bien inséré dans le génome entre PéletLe fait que le fragment inséré
corresponde bien a la cassette BsR est confirméeparésultats obtenus dans les autres
colonnes du gel, ou on voit que les couples de genPd-OL3 et Ph-OL1 permettent
d’amplifier des fragments d’environ 300 et 500 psirde bases respectivement chez le
mutant, alors que rien n’est amplifié dans la seygérentale. Ceci prouve que la cassette de
résistance a bien été insérée dans le ganeuisque les deux extrémités de la cassette BsR

sont présentes. Le géne tpc a donc bien été idvalid
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tpcA AX2 (WT)

[Pd/ Ph PhOL1 Pd/OBJ Pd/Ph  PHOL1 Pd/&LS

L

3000pb
2000pb R

1000pb

750pb -
500pb - -

B
Pd_, PN
1690 2000
1 2140 2430 6260
e
WT)
Pd-Ph —_— 750pb
Pi_, QL Ol Ph
1 1690 2000 3300 3590 7560
e T (ec dans ot
Pd-Ph 1900pb
Pd-OL3 — 300pb
Ph-OL1 —— 600pb

Fig 3.45 :A Analyse par PCR du génome dedgt AX2. Les primers utilis
sont indiqués en haut de chaque colonBeSchéma donnant pour chau
couple de primers la longueur des fragments atterahez le parent et che:.
mutant. Le primer OL3 se trouve au bord de la ciissBsR mais OL1
trouve 300pb en retrait de I'extrémité de la cassette. kestions jauns
correspondent aux fragments amplifiés par PCR paquéparer ¢
construction d’invalidation (voir Matériels et Méities)

Le raisonnement est le méme p@kd?2: en utilisant les couples de primers P1-OL1 et P2
OL3, on amplifie des fragments a partir de TADNhgéique du mutant mais pas a partir de
I’ADN génomique de la souche parentale (colonné2).eDonc le gene a bien été interrompu

par l'insertion de la cassette BsR. Néanmoins, eat pemarquer aussi que les fragments

121



tel-00193002, version 1 - 30 Nov 2007

obtenus avec les couples de primers P2-OL3 et PdeR2plus long que ce que I'on attendait
(voir figure 3.46 B) : on obtient un fragment d’@&on 2000 pb entre P2 et OL3, au lieu d’'un
fragment de 750 pb, et on obtient un fragment dienv3500pb entre P1 et P2 au lieu de
2400pb. Nous avons fait séquencer ces fragmentBQGR pour connaitre exactement la

construction obtenue.

A pkd2A AX2 (WT)

[PUOLl P2/0L3 PuQE// P1/OL1 P2/OL3 PUAZ
6000pb - =
3000pb -
2000pb
1500pb

1000pb e

750pb -

P1- _P2
B 1 175 420 2030 2410 2717 kd2 in AX2
O —— Eb??f______
P1-P2 2750pb
oL1 oL3
Plx» <« ~5 P2
[ CasseteBsR T pkd2 attendu in pkd2A
P1-P2 2400pb
P1-OL] = 750pb
P2-OL3 — 750pb

Fig 3.4€: A Analyse par PCR du génome de pfd2 AX2. Les couples de prim
utilisés sont indiqués en haut de chaque coloBh&chéma donnant pour char
couple de primers la longueur des fragments attenchiez le parent et chez
mutant. Le primer OL3 se trouve au bord de la ciissBsR mais OL se trouv
300pb en retrait de I'extrémité de la cassette.

D’apreés les résultats du séquencage, la recombmaismologue s’est faite suivant le schéma

de la figure 3.47 : en amont, la recombinaisontsfage comme prévu, mais en aval la
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cassette s’est insérée seulement 200pb apres ldufipremier fragment utilisé pour la
recombinaison. Bien que la construction obtenueaneesponde pas a ce qui était attendu, le
génepkd2a bien été interrompu par la cassette BsR. De P& paires de bases appartenant

a un exon ont été éliminées lors de la recombinailse géne pkd2 est donc bien invalidé.

Pl I 620 ¢ P2
1 175 420 2030 2410 2717
O ] oka2a
obtenu
Cassette BsR
«— _—>
oL1 oL3
P1-P2 3800pb
P1-OL1 750pb
P2-0OL3 2100pb

Fig 3.47 : Construction obtenue pour le gene pkd2adsluche pkd2, et longueur
des fragments amplifiés par PCR correspondants.

Une fois ce mutant d’invalidation obtenu, nous avaonstruit par PCR un plasmide
permettant la surexpression de la protéine PKD2pt&t® en fusion avec la GFP. Nous
avons introduit ce plasmide dans des cellules Alet2dans des cellules AX2 sauvages, pour
étudier I'effet possible d’'une complémentation deBules pkd2 et d’'une surexpression de
PKD2.

3.3.2 ROle de PKD2 et TPC dans la croissance cedluk et le

développement.

Pour savoir si linvalidation des genes a modifié¢ maniére importante les fonctions
essentielles des celluléSictyostelium nous avons commencé par suivre la croissance des

cellules en milieu HL5 (figure 3.48).
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[cellules] unité 1076 cellules/ml

100

temps en heures

Fig 3.4¢ : Courbes de croissance des cellules A—a— ), AX2 + GFPPKD2 (—o— )
pkdzA( ) tpcd( —o— ), etpkd24 + GFP-PKD2( ).

La croissance des cellules pkd2t tpd\ est normale, avec un temps de doublement de
respectivement 9,2 et 9,0 heures, contre 8,9 hquwas AX2. En revanche, les cellules
exprimant PKD2 en fusion avec la GFP ont un reti@droissance. Les temps de doublement
sont respectivement de 11,4 et 12,4 heures powelades pkdA + GFP-PKD2 et AX2 +
GFP-PKD2. Ce retard est bien lié a I'expressionP#D2 puisque d’autres expériences
réalisées au laboratoire ont montré que des csllet@rimant la GFP seule intégrée dans le
méme plasmide n'ont pas de retard de croissancelléQugue soient les souches, la taille
moyenne des cellules n’est pas modifiée. Elle resteprise entre 9 et 10 um de diametre.
Les cellules privees de PKD2 ou de TPC n'ont doas ge défaut de croissance ni de

division.

Lorsqu’elles se retrouvent privees de nutrimenes, tellulesDictyostelium discoideum

déclenchent un processus de développement aboitégda formation de spores, pouvant
survivre plusieurs jours en attendant de retrodesrconditions favorables pour se multiplier.
Ce processus est un bon indicateur de défaut demiathictisme, de signalisation et

d’adhésion, notamment entre cellules (formatiohirdacon et des fructifications).
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Stade : agréqation limacon fructification

T = 10h T =15h

Ax2 + GFP-PKD2

pkd2A

pkd2A +GFP-PKD2

tpcA

Fig 3.4¢: Développement de cellules AX2, pdgkd4 + GFP-PKD2, AX2 +
GFP-PKD2, tpd sur un milieu solide H5-agar.

Nous avons donc étudié le développement de ceéraliffes souches pour voir si elles
présentaient un défaut de ce type. Pour cela neaissacentrifugé 1Dcellules, que nous

avons reprises en tampon H5 (5mM Hepes, 5mM KCI,7pHet déposées sur une boite de
petri contenant un milieu solide H5 — agar (1,5®h laisse ensuite les cellules adhérer
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pendant 10mn puis on aspire le liquide restanta/impde cet instant le développement prend
environ 24h, et on enregistre régulierement deg@sa I'aide d’'une loupe binoculaire.

Toutes les souches étudiées parviennent au boudédeloppement (figure 3.49). Les
protéines étudiées ne jouent donc pas un role tsisgans le processus de développement de
Dictyostelium discoideunen particulier, la premiére étape du processusddhet 12 heures
environ) consistant en une agrégation des celpdeshimiotactisme en réponse a un gradient
d’AMPc, on peut conclure que les protéines étudidessont pas indispensables pour le
chimiotactisme déictyostelium On peut tout de méme noter que les cellules puraant
GFP-PKD2 ont un léger retard au niveau de I'agiégdioir a T= 10h sur la figure 3.49).

Le tampon utilisé pour le développement ne contepas de calcium, nous avons refait ces
expeériences de développement en ajoutant soit 1@EHGTA, soit 10mM de CaGlpour
voir si le changement de concentration de calciumvpit induire des différences de
phénotype entre les souches étudiées.

L’'ajout de calcium ne modifie pas le phénotype obieles souches exprimant GFP-PKD2
ont toujours un retard d’'une a deux heures au modeta formation des limagons (T=15h).
D’autre part, dans toutes les souches, cette fasmate fait avec environ deux heures de
retard par rapport aux conditions sans calcium.

L'ajout d’'EGTA perturbe le développement de toutsssouches de maniéere similaire apres
la phase d’agrégation. Un pseudo-limacon se fomaés les cellules a I'intérieur du limagon
sont tres peu adhérentes les unes aux autres,sétutdure se désagrege petit a petit sans
atteindre le stade final de fructification.

Ces observations sont cohérentes avec le fait'gdiedsion cellule-cellule est dépendante du
calcium extracellulaire et joue un réle importaaing la formation des fructifications. Les

protéines PKD2 et TPC ne semblent pas jouer undiudiant le développement.

3.3.3 Analyse de la motilité cellulaire sous contmte hydrodynamique

Nous sommes ensuite passés a I'étude du phénobyseiméressant le plus, a savoir
la motilité des cellules stimulées par un flux laimamique. Nous voulions notamment
savoir si la réponse des cellules a l'augmentatienla concentration en calcium était

modifiée chez les cellules mutantes ou chez ldsleslcomplémentées (figure 3.50).
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Les cellules dépourvues de PKD2 ou de TPC sonbtosijcapables de se déplacer, et
atteignent une vitesse équivalente a celle de A exemple, en tampon SB + 300uM
CaCl, les cellules tps comme les cellules AX2 ont une vitesse de 20,5um/contre
22,5um/min pour pkd® De plus, les cellules sont toujours capables degtirs la
concentration de calcium extracellulaire et de nélpe a cette concentration, puisque la
vitesse des cellules augmente lorsque I'on augmdateconcentration de calcium
extracellulaire, et se stabilise a une valeur maiema partir de 300uM de Ca@nviron, tout
comme AX2. PKD2 et TPC ne sont donc pas esserstiplher 'augmentation de la motilité
en réponse au calcium extracellulaire.

En revanche, la vitesse des cellules pkd@rexprimant la protéine totale parait
significativement inférieure aux vitesses de la cbeu sauvage, méme si cette vitesse
augmente également avec la concentration de calexiracellulaire. Cette moindre vitesse
ne semble pas résulter d’'un décalage dans la ceitdsse moyenne en fonction de [CACI

puisque au-dela d’1mM de calcium la vitesse salsalautour de 15um/min environ.
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Fig 3.5(: Vitesse moyenne sous flux de cellules A—s— ), pkd? ( )
tpcd ( —— ) et pkd2 + GFP-PKD2 ( ) en fonction de la concentra

en calcium extracellulaire.
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Lors de ces expériences, il nous a semblé queelkdes pkd2 adhéraient moins bien sur la
surface que les cellules AX2. Pour le tester qtethtement, nous avons mesuré et compare

les contraintes de détachemegyy, de ces cellules (figure 3.51).

15

12

Os0% en Pa

contrainte de détachement
(o)}

AX2 pkd2A pkd2A + GFP-KKD2

Fig 3.51: Contraintes de détachement relatives ddisles AX2,
pkdz4 et pkd2d + GFP-PKD2 en tampon SB.

Les cellules pkd2 sont environ 20% moins adhérentes que les celAXs en tampon SB.
Cette différence est assez faible et on peut pemser’absence de PKD2 n'a qu'un effet
mineur sur l'adhésion cellulaire. Nous n’avons pesté I'adhésion en milieu HL5, car
contrairement a ph@2ces cellules adherent bien au fond des boitesildere. Il n’y a donc
pas de raison de penser qu’elles présentent untdéfportant de ce cété.

Nous avons également mesuré la contrainte de ddtemit des cellules pkd2surexprimant
la protéine totale. Ces cellules se sont avérégsoentrois fois plus adhérentes que les

cellules sauvages.

En résumé, les cellules n'exprimant pas PKD2 o Tfe semblent avoir aucun défaut
important, que ce soit au niveau de la croissanhde & division cellulaire, du chimiotactisme
ou de la motilité cellulaire. La surexpression detotéine PKD2 en revanche provoque une

augmentation de l'adhérence et une diminution denddilité. La question se pose bien
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evidemment de savoir si ces défauts sont liéssuexpression elle-méme, qui perturberait
tous les mécanismes de la cellule de maniére nécifgpe, ou a lI'action plus spécifique de
PKD?2.

Localisation de la protéine GFP-PKD2

Enfin, nous avons observé la localisation de lagme GFP-PKD2 en suivant la fluorescence

de la GFP (figure 3.52).
C D
e

A
10pm

7

Fig 3.52 : Images de cellules pkdixprimant GFP-PKD2. A gauche, deux cellules en
contraste de phase (colonne A) et fluorescence (@GélBnne B). A droite, deux autres
cellules en fluorescence (GFP en vert, colonnetGuperposition de deux fluorescences
(GFP, vert, et marquage du noyau au DAPI, bleupnk D).

La fluorescence, et donc la protéine, n’est paarté&pde maniere homogene dans la cellule.
Elle est localisée principalement sous forme d’'oneau autour du noyau comme l'indique
les images obtenues avec un marquage au DAPI (@ujua le noyau des cellules). De petits
points fluorescents, trés mobiles, semblent seadéplde la membrane plasmique vers
'anneau. Sur certaines images, on observe égatetesrtaches plus importantes (voir figure
3.52, C et D par exemple). Cela pourrait évoquer lonalisation de la protéine au niveau du
réticulum endoplasmique, et non au niveau de la lon@ne plasmique comme espéré pour
jouer un réle de mécano-senseur.

Il faudrait étre sur que cette localisation coroesp bien a la localisation de la protéine

endogene, et non a un probleme de surexepressiaruauléfaut de synthese de la protéine
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GFP-PKD2. Je n'ai pas réussi a verifier l'intégdéla protéine en réalisant un western blot a
I'aide d’anticorps anti-GFP. La vérification restenc a établir, tout comme la fonction exacte
de cette protéine dans la cellule.
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4 DISCUSSION ET PERSPECTIVES

Ce travail de these a permis de mettre en évidéexeprincipales caractéristiques de

I'étalement cellulaire dBictyostelium discoideum

L’étalement de cellules Dictyostelium comporte détapes principales : dans une premiere
phase, I'aire de contact avec le substrat croitmdaiere linéaire avec le temps. Dans un
second temps, la courbe s’arrondit et aboutit @lateau qui correspond a l'aire d’étalement
maximale de la cellule. L'aire de contact de ldutelvarie ensuite autour de cette valeur de
seulement 10 a 15%.

Autre caractéristique importante, I'étalement n’pas isotrope, mais présente une ou deux
directions privilégiées. En conséquence, la celidepolarise rapidement, et des zones de
gains (protrusions) et de pertes (rétractionsye’aien définies apparaissent. L'intensité des
gains ou pertes d’aire au cours de |'étalementevan fonction du temps de maniere
périodique, avec une période d’environ 7s.

Enfin, le calcium augmente la surface des protnssicans modifier leur fréquence, et
'adhésivité du substrat diminue la vitesse déscéons.

Ces études menées sur I'étalement en général mbyseomis d’approcher la fonction de la
protéine Phg2, qui intervient dans la polarisatmailulaire, notamment au niveau de la

définition des zones de protrusions.
Nous allons revenir sur ces principaux résultats, ®mmencant par comparer les

caractéristiques observées lors de I'étalementdelesDictyostelium discoideura d’autres

types cellulaires.
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4.1 Caracteres généraux de I'étalement cellulaire.

Outre les travaux que jai réalisés fictyostelium des études de I'étalement cellulaire ont
ete faites récemment sur des fibroblastes ((DudnZacha, 1995), (Dobereiner et al., 2004)),
sur des cellules endothéliales (Reinhart-King et 2005), sur des monocytes humains
(Pierres et al., 2003) et sur des neutrophilesg@ata et al., 2006). Dans tous ces cas, comme
on peut s’y attendre, I'étalement des cellules gtss une phase de croissance suivie d'une
phase de stabilisation de 'aire autour d’'une mieximale.

Pour comparer ces étalements a ceuxDidetyostelium les cinétiques caractéristiques

obtenues, représentant I'aire A en fonction du ®trgnt été regroupées sur la figure 4.1 .

Suivant les articles, les cinétiqgues d’étalemenmit seprésentées soit directement avec l'aire
en fonction du temps, soit en exprimant le loganghde l'aire en fonction du logarithme du
temps, pour mettre en évidence une évolution deséhls suivant des lois de puissance (A
proportionnel a%. PourDictyostelium nous avons utilisé la courbe moyenne d’étalerdent
cellules AX2 sur du verre en présence de 500uM La€présentée suivant les deux échelles
existant dans les articles étudiés. Les protoetpgrimentaux utilisés varient Iégérement. En
dehors de nos travaux, les surfaces utilisées serwuvertes de fibronectine, a des
concentrations variables dans le cas des celluidstleéliales bovines. Les aires mesurées
correspondent soit aux aires de contact observaesRfCM (Dictyostelium monocytes,
neutrophiles, figure 4.1 A, C, D, E), ou par TIR#t&l internal reflexion fluorescence)
(fibroblaste, figure 4.1 F), soit au contour celivk, observé en microscopie classique

(cellules endothéliales, figure 4.1 B).
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Fig 4.1 Courbes d’étalement (aire de contact en fonctiortedups)de différents type
de cellules ‘A et D : Dictyostelium discoideum, courbes moyennes dealeslAX2 sL
verre en tampon SB + 5@ CaCh. Courbes ajustées respectivement par des fon
tanh et puissances : cellules endothéliales bovines, courbesyemmes a différent
concentrations de ligand présents sur la surfacagthent RGD de la fibronectir
(Reinhart-King et al., 2005). L’aire totale atteenugmente avec la concentration
ligand. Courbes ajustées par une fonction errélitMonocytes humains, exemple
courbe d’étalement. (Pierres et al., 200B):Neutrophiles humaingxemple de cour
d’étalement (Sengupta et al., 20#6) Fibroblastes d’embryon de souris, deux exen
de courbes d’étalement, représentatifs de deux lptpns de cellules s’étalard de:
vitesses différentes (Dobereiner et al., 2008ur les courbes A, B et C, l'aire A
représentée en fonction du temps t. Sur les couthEset F, In(A) est représenté
fonction de I((t).
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4.1.1 L'étalement est un processus quasi-linéaire.

Les parametres des cinétiques d’étalement sontvénéables. En particulier, les temps mis
pour s’étaler varient d’une a deux minutes pbiotyostelium a plusieurs heures pour les
cellules endothéliales ou les fibroblastes. Lesmehiles s’étalent en 5 minutes environ suite
a leur activation par le fMLF, et les monocytes3ea 4 minutes, des durées proches de celle
de Dictyostelium De plus, toutes les courbes d’étalement ont jgistéees par des modéles
différents (tanh poubictyostelium fonction erreur pour les cellules endothéliagesicession
de fonctions puissance pour les neutrophiles diliesblastes, etc).

Malgré ces différences, les courbes A, B et C dglae 4.1 ont en commun une croissance
de l'aire quasi-linéaire jusqu’a I'approche du pki correspondant a I'aire maximale. Pour
les courbes D, E et F, exprimant des données tbgagques, on distingue trois phases, plus
OuU moins marqueées suivant les expériences :

- Une phase de démarrage lente, ou I'aire évolymiesance 0,2 a 0,4 de t.

- Une phase de gain d’aire rapide, responsablead®djeure partie de l'aire totale
atteinte par la cellule, ou l'aire évolue de mamiguasi linéaire (typiguement, A
proportionnel a%° | des valeurs supérieures sont observées pourparie des
fibroblastes, figure 4.1 F).

- Enfin, une phase ou l'aire est gagnée plus leatepavec un lien en puissance entre A
et t inférieur a 0,3. Cette derniére phase cormsplans les trois cas a I'apparition des
rétractions sur le contour de la cellule.

Il parait en revanche difficle de comparer I'imforce relative des différentes phases
puisque la durée de celles-ci varie en fonctiopmtiocole expérimental. Ainsi, dans le cas de
Dictyostelium la premiére phase de croissance lente peut patads courte voire inexistante
sur la figure 4.1 D. Néanmoins, nous observons meutaines cellules un délai entre la
formation du premier point de contact et I'étaleinepide de la cellule. Pour réaliser nos
moyennes et coordonner nos cellules, nous avonsia® supprimer ce temps de latence
dans nos courbes. Ces éléments semblent doncodéisereés entre especes, et le mécanisme
d’étalement semble étre proche de cellule a celademoins pour le caractére quasi-linéaire
de I'aire gagnée.

Autre point commun, la nature du « moteur » deal&hent. Les travaux de Pierres et
Sengupta (sur les monocytes et les neutrophilegdceg a [I'utilisation d’inhibiteurs

(latrunculine A et cytochalasine B), confirmentréde central de la polymérisation d’actine.
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L’article de Sengupta montre d’ailleurs, pour mesitrophiles, une différence d’affinité entre
les actions de la latrunculine et de la cytochatassemblable & celle observée chez
Dictyostelium

Enfin, la fin de l'étalement et la transition vels motilité étant liee a I'apparition de
rétractions et non a un arrét des protrusionsemgion membranaire semble jouer un role

essentiel dans I'étalement cellulaire.

4.1.2 Anisotropie de I'étalement et cellules phaggtaires

Les étalements d®ictyostelium des monocytes et des neutrophiles partagent rdzaut
caractéristiques : Tous les trois sont anisotragtdss cellules se polarisent tres rapidement
(figure 4.2)

Fig 4.z : Etalements directionnelsA : Neutrophile. L'étalement ¢
déclenché par une stimulation homogene par du 1
(chimioattractant). Le contour initial de la celalest indiqué e
pointillés bleus. Le bord cellulaire est localiggtes les deux seconc
(traits rouges). Le trait noir délimité par deuxec¢hes indique
portion immobile de la cellule, et la fleche rougge direction de
I'étalement (Sengupta et al., 200@.: Monocyte. L’étalement ¢
suivi en RICM puis les images sont segmentées codam& no
travaux (Pierres et al., 2003).
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On peut remarquer quictyostelium les neutrophiles et les monocytes sont des esllul
phagocytaires. La phagocytose supposant d’'étrebtmajpiietendre rapidement sa membrane
dans une direction donnée pour capturer une phati@n peut penser qu'il existe des
paralleles entre les mécanismes de |'étalementeetadphagocytose. L’existence d’'une
signalisation liée au contact avec une surfacee rais évidence cheRictyosteliumpar la
présence de front de RIBu moment du contact avec une surface confirnesisemblance
entre étalement et phagocytose. On peut égalemerquér I'étalement des cellules
phg2A. Ces cellules, dont la phagocytose est déficierdéalent de maniere quasi-isotrope.
Le réle de Phg2 dans la polarisation cellulairerptidonc étre important pour le contrdle de

la phagocytose.

4.2 Phénomenes oscillants, étalement et motilité

Mes travaux ont mis en évidence la présence dlatioihs quasi-périodiques au niveau des
aires gagnées et perdues par la cellule lors tildi@ent. La période de ces oscillations est
d’environ 6 a 8s. L'origine de ces oscillations st’@as connue. Parmi ce que nous avons
testé, il apparait que ni la concentration en gaigini la nature plus ou moins adhérente du
substrat ne modifie significativement la période abs oscillations. Les cellules phlg2
présentent également ces oscillations. Les trawmnS. Fache ont montré que de telles
oscillations étaient aussi observables dans lecodelia motilité sous flux, et que leur période
ne dépendait la encore ni de la concentration Euoa ni de la présence des protéindgs G
du récepteur a I'lP3 ou de la myosine Il. Les pggobtenues pour ces expériences vont de
8 secondes environ pour les protrusions, a 12g@nyiour les rétractions, c'est-a-dire des
valeurs équivalentes ou légeérement supérieurevaaxrs que j’ai moi-méme obtenu lors de
I'étalement. L'influence des forces mécaniquescas oscillations reste a quantifier, mais ne
parait pas tres importante.

L’observation de ces oscillations pose la questierieur origine moléculaire, mais aussi de
leur intérét pour la cellule. Les oscillations sobkervées au niveau des protrusions, méme
dans des conditions ou les rétractions sont résluié inhibées (myosine B, substrat plus
adhérent...). D’autre part le calcium ne perturbe |gas période non plus, alors qu'il
multiplie par deux la surface des protrusions. Geiggere que le moteur de ces oscillations

est indépendant des mécanismes locaux d’émissiprotieisions ou de rétractions.
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L’observation d’oscillations dans le comportememrdludaire n'a rien de surprenant, et
différents systémes ont été décrits, comme le agicbadien ou I'émission cyclique d’AMPc
par les cellulePictyostelium En effet, lors de la phase d’agrégation du dépmdment, les
amibes se rassemblent en suivant une signalisatidiAMPc. Cette signalisation est
constituée d’'un pic d’AMPc produit toutes les 5 otes environ par les cellules déja
agrégees, et qui est ensuite propagé par lesexlbd déplacant vers le point d’agrégation.
Les molécules impliquées dans cette signalisat@ogique ont été identifiees (voir figure
4.3). La concentration d’AMPc est régulée par latd des protéines antagonistes ACA et
REG A, qui synthétisent et hydrolysent 'AMPc. Eéponse a une stimulation externe
d’AMPc, CARL1 (récepteur & 'AMPc) active ACA (syrite d’AMPc a partir d’ATP) et
inhibe REG A (hydrolyse de '’AMPCc) via I'activatiashERK2. Une partie de I'AMPc produit
est sécrétée et stimule a nouveau CAR1 (boucldiy®siL’AMPc sécrété est également
hydrolysé par la phosphodiesterase PDE. On obslemve une accumulation rapide d’AMPc
et de la forme activée de ERK2, notée *ERK2.

PDE
A & cAMP AMP
CAR1 milieu extracellulaire
T ACA REGA — Fig 4.3 : Exemple d'un oscillate
P P biologique :Production de vagu
ATP cAMP AMP r,egu[lere_s: dAMPc Io_rs C
* I'agrégation de Dictyostelium.
A : Modele de l'oscillateur Une
PKA fleche indique une activation, L
ﬂ— barre indique une inhibition. L
» ERK2 protéines impliquées sont décr
- _ dans le texte. Les interactic
Lmilien intraceliulaie entre potéines peuvent &
100 indirectes.
. B : Courbe expérimentale donn.
£ 80 le  pourcentage  d’activatic
B g d’ERK2 et la concentratic
w 60 relative en AMPc en fonction
3 temps. On voit que les de
5 40 grandeurs oscillen(Maeda et al
g 2004).
a 20
=
<
(4]

Incubation time (min)
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L’AMPc produit active également PKA (kinase AMPeéédante), qui phosphoryle ERK2,

provoquant son inhibition. REG A est alors réadaivide plus PKA inhibe ACA. On observe

alors une diminution rapide de la concentratiorA&Pc. Comme le montre la figure 4.3.B,

la concentration en AMPc croit puis décroit régelment. Il en va des méme pour *ERK2,
dont les pics précedent ceux d’AMPCc.

L’élément central permettant les oscillations est la boucle de rétroaction négative

impliqguant PKA et ERK2. Nous avons vu dans l'inmotdon que dans les voies de
signalisation liées a la motilité, de nombreusesches de rétroaction existent. Il ne serait

donc pas surprenant d’observer d’autres oscillation

Le groupe de Uchida a montré qu’en motilité exphice, I'aire totale deDictyostelium
variait de maniére périodique ((Uchida et al., 20@8ure 4.4). Les périodes ou l'aire totale
augmente (protrusions > rétractions) alternent aescpériodes ou celle-ci diminue, selon un
cycle d’ environ 70 secondes. Ce cycle est nettéplan long que les périodes d’oscillations
gue nous avons observées. Néanmoins, a l'intédewhaque phase de gain ou de perte de
surface, la vitesse de variation semble évoluemplDg, dans ces expériences, les données ont
éteé enregistrées toutes les 6 secondes, ce quieeXodbservation de phénomeénes aux

périodes que nous observons (5-10s).
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Fig 4.4 : Fluctuation de l'aire totale deDictyostelium en motilite
exploratrice. On observe une alternance d’augmeoraet de diminutiol
de l'aire de la cellule. La période de ces variatoest d’environ 7(
(Uchida et al., 2003).

D’autres travaux ont aussi montré que la motilidikdenne ne résultait pas d'un simple
processus de marche aléatoigans le cas d’'un mouvement brownien, le déplaoémerre

moyen varie linéairement avec t. Le déplacementécanoyen de l'amibe pathogene
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Entamoebia histolyticayarie, lui, en puissance 1,25 a 1,6 du temps, en fonction de la
géométrie (2 ou 3 dimensions) (Coudrier et al.,520@’autre part, lors du mouvement
chimiotactique deDictyostelium des phases de progression rapide et rectiligreenaht
régulierement avec des phases plus lentes, oln&gements de direction de la cellule sont
plus important ((Shenderov and Sheetz, 1997), éigub). La période de ce phénomene est
d’environ 2 a 3 minutes.
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Fig 4.5: La motilité de Dictyostelium discoideum n’est pase simpl
marche aléatoire.

A : La vitesse et le taux de changement idecton (turn rate) de cellule
se déplacant dans un gradient chimique sont reptéseen fonction ¢
temps. Les deux grandeurs oscillent en oppositoophése.

B : Définition du taux de changement de directizpnOn utilise les pimts

situés at +d, t et t - & pour mesurer les variations d’orientatiolX es
fixé a 38,4¢(Shenderov and Sheetz, 1997).

Lorsqu’une cellule est bien polarisée dans un gradihimiotactique, en cas d’inversion du
gradient, elle fait demi-tour plutdét que de reneersa polarisation. Dans un gradient, les
zones de protrusions et les zones de rétractions dmnc assez stables, ce qui permet
probablement a la cellule d’avancer vite. Néanmadlresst aussi important pour la cellule de

pouvoir « corriger le tir » si elle se dirige damse mauvaise direction, ce qui suppose d’étre
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capable de remettre en cause la polarisation aaiistabilisée. Dans cette optique, une
activité périodique capable de modifier la direstite polarisation de la cellule pourrait étre
essentielle pour un déplacement efficace.

Enfin, je souhaite revenir sur un dernier pointrapps de ces oscillations : elles paraissent
etonnamment bien conservées d’une cellule a I'aatraous n’avons pu relier la période des
protrusions a une caractéristique propre a cha@llales comme sa taille par exemple.
Pourtant, nous avons vu que différentes cellulesséaaient des vitesses d’étalement et
atteignaient des aires totalement différentes afilade I'étalement, avec un temps
caractéristique propre a chaque cellulepl Ce temps est forcément relié, d’'une maniere ou
d'une autre, a l'activité des protrusions puisqatintrole la durée de I'étalement. Lorsque
nous avons fait la corrélation entre courbe derpsains et aires gagnées sur les films, nous
avons vu qu'un pic de gain d’aire ne correspondfpesement a lui tout seul a I'apparition
d'un pseudopode dans une direction, et qu'a depdguus grands que la période des pics
individuels, on trouve également des périodes adtil/ité de protrusion est importante et
d’autres ou elle est tres réduite. Il pourrait éttéressant de chercher I'éventuelle régularité
de chaque cellule a des temps plus grand, et déleocela a des changements d’activité ou
de direction comme nous avons commencé a le fairdien avec les travaux de Shenderov,
on pourrait par exemple se demander si les celiues’étalent vite s’étalent de maniere plus

polarisée que les autres.

4.3 R6le du calcium dans [l'étalement et la motilité
cellulaire induite par un flux

Nous avons vu que la concentration en calcium eaditdaire a une influence sur la cinétique
de I'étalement. Les cellules s’étalant en tampon+SEBOOuM CaCl ont une vitesse initiale
d’étalement qui vaut pratiquement deux fois cekecagllules s’étalant en tampon SB. En
revanche, les aires maximales atteintes ne semphlstdifférentes, et nous n’avons pas
observé de différence significative au niveau desayagnées et perdues apres |'étalement.
Dans nos expériences d’étalement cellulaire, leiwal semble donc influer uniguement sur
I'activité de protrusion des cellules, et pas sactlvité de rétraction. D’autre part, 'absence
d’effet du calcium a la fin de I'étalement sembidiquer que cet effet n’est présent que si la

tension membranaire n’est pas trop importante. €ut pnaginer que le calcium augmente le
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turnover des filaments d’actine, sans augmentdbiee que le cytosquelette d’actine est
capable de produire.

Cet effet sur les protrusions lors de ['étalemeermisle trop limité pour expliquer
'augmentation de la vitesse de cellules soumises #ux en présence de calcium. On peut
penser qu’'un autre phénomene intervient lorsqueellule est soumise a une contrainte
mécanique. F.Chamaraux a étudié la réponse deleselictyosteliuma une contrainte :
I'expérience consiste a aspirer une portion (amptdague) de la cellule a l'intérieur d’'une
micropipette, en exercant une aspiration de I'otlre2000 Pa (dépression). Puis on diminue
I'aspiration a une valeur donnée et on mesure pdadément de la langue. Suivant la valeur
de l'aspiration, la cellule peut rétracter la laaget sortir de la pipette, ne pas bouger, ou
rentrer dans la pipette ((Chamaraux, 2005) et &§gué).

Micropipette Vo
—P\u\
0O.25
Cellule N .
L'] Q.2
\ E- o.15
g o 8
L7}
o
el g 0 \
-
langue 0 \?\
-0.05 +

a 200 400 &00 200 laoo
aspiraticn, Ea

1200 1400
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Fig 4.€: Expérience de caractérisation des forces de réiwactA : schém
du dispositif : une « langue de cellule est aspirée dans une micropipettes
la dépression est réduite et on mesure la vitedaguelle la langue sort de
micropipette en fonction de la dépression appliquBe Exempe de
diagramme Vitesse de sortie de la langue/Dépresdemms la micropipett
valeurs moyennes pour 5 cellules Ax2 en présenceldieim. Par conventio
les valeurs des dépressions sont notées positivg@eamaraux, 2005).

Deux grandeurs caractéristiques sont extraitesedeegpériences : La pression d'arrgt P
pour laquelle la langue est immobile, et la viteS&ea pression d'aspiration nulle. F.
Chamaraux a constaté que I'ajout de calcium eXttdaee ne modifiait pas la pression
d’arrét, mais augmentaitoMle 0,16pum/s a 0,28um/s. Cela pourrait indiquer syl a une
stimulation mécanique importante (aspiration ifgliale calcium stimule la dynamique des
rétractions, mais ne modifie pas la force que égsmctions sont capables de produire. On
peut remarquer que dans cette expérience, I'apgafttium augmenteo’un facteur 1,8, ce

qui est proche des différences de pente observeégdgs protrusions lors de I'étalement.
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Les deux effets (sur les protrusions comme obslergede I'étalement et sur les rétractions)
pourraient se cumuler dans les cellules soumiseseacontrainte hydrodynamique pour
expliquer 'augmentation de la vitesse, avec pamgde une stimulation des rétractions liée a
une signalisation calcique, qui pourrait induiree uhiminution de la tension membranaire et
'augmentation de I'activité de protrusion. Powste I'importance de la tension membranaire
dans notre systéme, il pourrait étre intéressaninddifier ce parametre, par exemple en

introduisant dans le milieu de faibles concentretide détergent (Raucher and Sheetz, 2000)

Autre point a prendre en compte : lors de I'étaletneous mesurons des variations d’aires et
non directement des vitesses. Suivant la locabisates protrusions et leur durée de vie, une
cellule peut gagner de I'aire de maniére plus oinmefficace, et ainsi se déplacer plus ou
moins vite. Il pourrait étre intéressant de quaettifefficacité des protrusions et de relier
cette information a la vitesse des cellules.

Enfin, dernier élément concernant I'effet du cateisur la motilité cellulaire induite par un
flux hydrodynamique : les travaux que j'ai réalisés PKD2 et TPC semblent indiquer que
ces canaux ne sont pas impliqués dans la signahisadlicique liée a la motilité induite par un
flux. Ces travaux restent a confirmer, notamment cen qui concerne l'effet de la
surexpression de PKD2, mais jusqu’a présent, lé cmual connu pour participer a cette
réponse calcique est le canal correspondant awtetgea I'lP3. Sa localisation chez
Dictyosteliumn’est pas connue. Il serait important d’étudidtecéocalisation pour voir si ce
canal ne pourrait pas se trouver, méme partiellgnéela membrane plasmique des cellules
Dictyosteliumet étre ainsi le seul canal responsable de lans&poalcique observée dans la
motilité induite par un flux hydrodynamique.

4.4 Réle de Phg2 dans I'étalement et la motilité lbalaire

4.4.1 Phg2 et la polarisation cellulaire

Lors de ma thése, jai cherché a déterminer le di#ela protéine Phg2 dans la motilité
cellulaire. Lors de I'étalement sur une surfacs, dellules phg2 ont un défaut marqué de
polarisation : on observe la formation de protrasjade forme ronde et trés larges, sur tout le
pourtour des cellules. Ce défaut de polarisatiamrnadt impliquer une mauvaise régulation de
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la dynamique du cytosquelette d’actine, puisqueéspuelques minutes de sédimentation sur
une surface, les cellules dépourvues de phg2 pgetdedes amas de filaments d’actine au

niveau de la zone de contact avec le substrat.

Quels domaines de Phg2 sont impliqués dans cdtiegation cellulaire ? Les cellules plg2
exprimant Phg2 dépourvue du domaine de liaison pumtéines de type Ras ont une
polarisation déficiente et une motilité réduite.utemnorphologie lors de I'étalement est
néanmoins assez différente de celle des cellulg&¥hsi des protrusions apparaissent dans
toutes les directions, elles sont plutdt étroiteallengées. En revanche, le domaine kinase de
Phg2 n’est indispensable ni & la polarisation tle lors de I'étalement, ni a la motilité
cellulaire. Cela ne veut pas dire qu’il ne joue wauedble sur les protrusions : les cellules
dépourvues de ce domaine présentent des protrukoges et rondes comme celles des
cellules phga. Enfin, les cellules exprimant seulement Rkg&er ont également une
polarisation et une motilité déficiente, provenprmbablement du fait que la protéine n’est
pas recrutée a la membrane et ne peut donc intenagg ses partenaires a cet endroit.

On peut tirer deux conclusions de ces observatitms d’'abord, le défaut de polarisation est
probablement a l'origine du défaut de motilité adedlules phg2. D’autre part, le défaut
observé lors de I'étalement de plAg@st double : un défaut de polarisation, lié au Bading
Domain, et un défaut plus local, impliquant la feraes protrusions et donc probablement le
contr6le de la polymérisation de l'actine. Par qoelyen moléculaire Phg2 influence ces

deux processus ?

4.4.2 Les partenaires de Phg2 : Phg2 et la phosplytation des myosines Il

Les substrats du domaine kinase n’ont pas étéiidsnavec certitude. Le groupe de R. Firtel
a montré que Phg2 induit la phosphorylation traigtde la myosine Il dans des cellules
stimulées par de 'AMPc ((Jeon et al., 2007), Viglure 4.7). Cette phosphorylation n’est pas
observée dans les cellules phAgai dans les cellules phf§y2exprimant Phg2 privée du
domaine de liaison aux protéines de type Ras. e, glajout de latrunculine A ou de
LY294002 ne modifie pas la réponse, ce qui sugggre cette voie de signalisation

impliquant Phg2 ne dépend ni de la polymérisatiastthe, ni du PIR
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Cet article démontre également que cette phosptmmnlse fait sur les chaines lourdes de la
myosine Il et implique les Myosines Heavy Chainases, en aval de Phg2. Enfin, cette voie
de signalisation implique également en amont l&eetrotéine G Rapl, identifiece comme

interagissant avec Phg2 via le RBD.

myosine I

7>

+ AMPc Triton
ceIhF> —p X100
X sec
filaments d’actine
A (J A
h

B KAx3 Phg2A Phg2A + Phg2
010 20]o 10 20lo 10 2

Hirfi-l!ﬂ: =M yoll
activity

© |4—=Myoll
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C Phg2A+
Phg2A Phg2ARBD Phg2A + Phg2
0 10 2000 10 20]0 10 20 see
-—Myvoll
il
|- Nyvoll
i {24{}];9}

Fig 4.7: Phosphorylation par Phg2 des chaines lasrdde la myosine
associée au cytosqueletteA.: principe de I'expérience Des cellules so
stimulées a 'AMPc pendant le temps indiqué, pes tytosquelettes s
extraits par du Triton X00. Les cytosquelettes sont soumis a un testidia
kinase (incubation en présence d8P|ATP), puis déposés sur un gel ¢
PAGE, coloré au bleu de Coomassie (B et C, bas limue panneat
L'incorporation de 3P dans les protéines est repérée graée ur
autoradiogramme du gel (B et C, haut de chaque eannB : Activité kinas
d’extraits de cellules KAx-3, phg2 et phg2l exprimant Phg2C: Activité
kinase d’extraits de cellules phd2et phg2l exprimant Phg2RBD et phg2
exprimant Phg2. Les flées noires indique la position de la myosine Ik
fleches blanches celle d’'une protéine non idemti(Jeon et al., 2007)
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Le groupe de Pierre Cosson a identifie un autréepaire de Phg2, Adrm1 (Cherix et al.,

2006). Mais ce partenaire semble impliqué danstoue autre voie de signalisation, liée a la

perception de la concentration en nutriments etémlenchement du développement. En effet,

en présence de milieu de culture HL5 dilué, lekited adrmZ commencent a se développer

si la concentration en nutriments descend a 25 % dencentration standard, alors qu’il faut

descendre a 15% ou moins pour assister au mémerplkée dans la souche AX2 parentale.

Les résultats sont les mémes pour les cellulesfpleg2eur souche parentale DH1, méme si

les concentrations limites varient entre AX2 et Dirdspectivement 2% et 11% pour DH1 et

phg2)). Adrm1l interagit via un domaine placé juste a&af# celui impliqué dans I'interaction
de Phg2 avec Rapl (figure 4.8).

A

Adrm1-Nt | Rap1(G12T)
Control 3| o7 ol | 0.6
573 RBD 755 411 | 01 | 504
573 666 1 (06 | F 53.4
618 755| I 36.5 4 | 69
618 710 14.5 7.9
668 755 43.8 1| 04
668 710 =1 (158 | B2 | o4
711755 T | 05 | Y | o6
B 1 594 668 755 1389
Phg2 N swimssR] = KINASE i C
£ X
Rap1 Adrm1

Fig 4.8: Phg2 interagit avec Rapl et AdrmlA: Test double hybric
d’interaction entre différents fragments de Phg2respectivement, le doma
N-terminal de Adrm1 et une forme constitutivemernivaae Rapl. L’interactic
entre les deux protéines induit la production/gigalactosidase et la colorati
en bleu du milieu. La colonne de droite donne uresure relative de

production def-galactosidase (unité arbitraire). Les fragments3566 et 668
755 sont les fragmeimteragissant le mieux avec respectivement Raptehl
B: Localisation des domaines de Phg2 interagissanecakapl et Adrm
(Cherixet al., 200€

On peut remarquer que dans les constructions ques mwvons utilisées, notamment

Phg2ARBD, le domaine de la protéine retiré va des acaemés 587 a 713 et élimine donc
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egalement l'interaction avec Adrml. En dehors deeddifférence de seuil de déclenchement
du développement, les cellules dépourvues de Admoissent et forment des fructifications
normalement. Leur motilité n'a pas été testée. is,pAdrm1 est un orthologue de ARM1
(pour adhesion-regulating molecule), que I'on netdans les cellules de mammifere et qui
est notamment impligué dans l'adhésion entre @sluéndothéliales et lymphocytes
(Lamerant and Kieda, 2005). Adrm1 pourrait donctpsve avoir d’autres fonctions chez

Dictyostelium en lien avec I'adhésion ou la motilité.

En dehors de ces travaux sur la phosphorylatiota dayosine Il, le groupe de R. Firtel a
observé une localisation au front avant de GFP-RIzg® les cellules répondant a un signal
chimiotactique. Néanmoins, ce signal est moinslieeaue le front de P¥par exemple, et

la localisation a la membrane ne dépend ni du; Ri€sté par I'ajout de LY294002 et
'expression de GFP-Phg2 dans des cellules dépesrdes Pl3-kinases 1 et 2), ni de la
polymeérisation d’actine (testé par I'ajout de laituline A).

lls observent également que les cellules phg2ésentent de larges pseudopodes et de
nombreux filopodes comparées aux cellules sauvadles. émettent également beaucoup de
pseudopodes latéraux lors du déplacement versaureesde chimioattractant. Il en résulte
une vitesse chimiotactique réduite de moitié pgpoat a la souche sauvage, et des
changements de direction plus fréquents.

La dynamique du cytosquelette d’actine est aussiifiiee dans les cellules phfy2 e niveau
moyen de F-actine est 1,5 fois plus important caresdes cellules sauvages, et la quantité de
myosine Il associée au cytosquelette est égaleibgitement supérieure (30%).

Il convient de signaler que le groupe de R.Firtelpas utilisé les méme cellules que nous. En
effet, ils ont réalisé un mutant nul & partir destaiche sauvage KAx-3. Contrairement a ce
gue nous avons pu mesurer, ils observent une adgtisende I'adhésion cellulaire dans les
cellules phga. Néanmoins, leur protocole de mesure differe semsibht du notre,
notamment au niveau du temps d’adhésion et desentmations de cellules utilisées. Ces
deux éléments pourraient expliquer les différendeslhésion observées. En dehors de ce
point particulier, les résultats obtenus par leuge de Firtel corrélent et complétent assez
bien ceux que I'on a obtenus. L’existence de laggidopodes, et de pseudopodes latéraux
lors du chimiotactisme se retrouve dans nos obsensmsur I'étalement, nous confortant

dans l'idée que c’est bien un probleme de polaasatellulaire qui ralentit la cellule.
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lls observent également que la dynamique du cy®etie d’actine est perturbée, ce qui

renvoie aux amas d'actine observés au niveau dera de contact avec le substrat apres
quelques minutes d’étalement.

Enfin, concernant la localisation de Phg2, en partee cellules en phase d’agrégation, ils
obtiennent une distribution plus localisée au fravdint que ce que I'on a pu observer (figure

4.9). Phg2ARBD
Phg2

C
Speed (um/min) | Direct. Change (deg) |
KAx-3 11.8+/-3.4 27.5+/-6.55
phg2- 6.47+/-0.98 48.15+/-4.8

Figure 4.¢: Morphologie et chimiotactisme des cellules pigibtenues a partir de
souche KAXx-3 A : Localisation de GFP-Phg2 et GFP-PhgRBD au front avant ¢
cellules se déplacant dans un gradient d’AMPc. leche indique la directiondu
mouvementB : Morphologie de cellules phgPet KAx3 (souche sauvage) étalées sur
surface en tampon phosphate. Les cellules gig2sentent de larges lamellipodes (flé
blanches) et de nombreux filopodes (fleches noices)parées aux cellules KAx-G.:
Analyse du chimiotactisme de Pl4 par le logiciel DIAS ((Soll, 1995 Wessels et a
2004)). La vitessedu centre de gravité des cellules est indiquéesiafqu’un facteu
décrivant la propension relative des cellules arger de direction (plus la valeur
grande, plus les cellules changent frequemmentrdetibn). (Jeon et al., 2007)

147



tel-00193002, version 1 - 30 Nov 2007

4.4.3 ROle proposeé pour les différents domaines ékg2

L’action de Phg2 sur la myosine Il via son domaifiateraction a Rapl pourrait expliquer
limportance du domaine RBD pour la polarisatiofiudaire observée dans mes résultats. En
effet, comme on I'a vu dans l'introduction, la ppberylation des chaines lourdes de la
myosine Il favorise le désassemblage des oligontranyosine I, associés au cytosquelette
d’actine, qui sont responsables des forces deaxiiin dans la cellule. La disparition locale
des myosines Il associées au cytosquelette potavaitiser I'apparition locale de protrusions
en diminuant la cohésion de I'association cytosgfteimembrane. Lors des expériences de
chimiotactisme réalisées par R. Firtel, Phg2 doitme active de Rapl sont recrutés au front
avant de la cellule. Phg2 pourrait permettre laapshtion des cellules en permettant
I'apparition de protrusions préférentiellement ateau du front avant de la cellule.

Dans les cellules que jai utilisées, cellules drage vegétative et issues de la souche
parentale DH1, je n’ai pas observé de localisapiérentielle de Phg2. Néanmoins, je ne
me suis pas intéressé a la localisation de la farhee de Rapl. Si Rapl-GTP est localisée a
lavant de la cellule, Phg2 pourrait étre active faont avant, tout en étant localisée
uniformément, et ainsi se comporter de la méme @namjue dans les cellules de R.Firtel.
Suivant cette hypothése, les cellules ghd2vraient présenter des concentrations importantes
de myosine Il associées au cytosquelette sur égpblirtour cellulaire. Faute de présenter des
directions privilégiées, elles pourraient essayer faire des protrusions dans toutes les
directions. La présence de myosine Il sur toutdedlcellulaire pourrait également étre a
l'origine de la rétraction des protrusions nouvekmt formées, ce qui empécherait la
formation de protrusions stables et donc la patads et le mouvement. Il semble en effet,
comme on I'a vu, que les cellules pAgoumises a un flux hydrodynamique émettent des

protrusions mais les rétractent rapidement.

En revanche, si Phg2 participe a la phosphoryladies chaines lourdes des myosines I, ce
n'est pas via son domaine kinase, puisque celun‘est pas indispensable a la bonne
polarisation au vu du comportement des cellule2fihg@xprimant PhgRkinase. Quel peut
donc étre le réle de ce domaine kinase ? On a ueudans les constructions exprimant le
domaine kinase de Phg2, les protrusions étaiembtpéiroites et allongées, alors qu’en son
absence, les protrusions sont plus rondes et la&ge®nnent 'impression d’avancer plus

lentement. Ce phénotype rappelle celui de celldess lesquelles le niveau d’expression de
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protéines de type Ena/VASP est modifié. Ena/VASP lesalisée dans les structures ou
I'actine polymérise, comme les lamellipodes oufilepodes, et entre en compétition avec les
protéines de coiffe pour I'organisation des filatsetfactine : plus il y a d’Ena/VASP, moins

les filaments sont branchés ((Krause et al., 2608yure 4.10).

Membrane
du  —y ATNG 6N
lamellipode e o -
o0 o [ % )
el ¢ o\l [®
Filaments

d’actine < Ena/VASP protein
3 capping protein

Fig 4.1C: Fonction d’Ena/VASP, compétition avec les protéindse
coiffe pour la ramification des filaments d’actine

Plus la concentration en protéines de coiffe espartante et plus |
concentration en Ena/VASP est faible, plus lesmidats d'actine so
ramifiés. (Krause et al., 2002)

Au niveau des lamellipodes dans les fibroblastestivité d’Ena/VASP est corrélée a une

avancée rapide de lamellipodes plutdt étroit et gtables, alors qu’a I'inverse I'absence de
ces protéines conduit a des lamellipodes plus sardent I'avancée est plus lente. Ces
lamellipodes sont également plus stables. En coeseg, chez les fibroblastes, le
déplacement cellulaire est plus important dans de#lules au niveau d’expression

d’Ena/VASP réduit.

De plus, une protéine nommée RIAM (pour Rapl-GTieracting Adaptor Molecule) a été

identifiee dans des cellules humaines (Lafuental.et2004). Cette protéine interagit avec
Rapl, comme son nom lindique, mais aussi avec\EXf@P, et régule la polymérisation

d’actine, I'adhésion et I'étalement cellulaire. 8eprotéine ne contient pas de domaine
kinase, mais possede en plus du domaine de ligsBapl, un domaine PH et plusieurs

domaine riches en prolines.

Phg2 ne présente pas d’homologie de séquence mmporavec RIAM, méme si on retrouve
les trois domaines décrits ci-dessus. En revantlegté montré que Ena/VASP peut étre
phosphorylé et que cette phosphorylation réguldofanation de filopodes (Gomez and

Robles, 2004). Le domaine kinase de Phg2 pourrait giuer, directement ou indirectement,
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sur des protéines comme Ena/VASP, régulant le wammlus ou moins ramifié du
cytosquelette d’actine. Il existe d'ailleurs chectyosteliumun homologue de VASP, qui
contrOle la formation de filopodes (Han et al., 2002

4.5 Perspectives

Ces réflexions appellent de nouvelles questions,pqurraient constituer des pistes pour

poursuivre ces travaux de thése :

Tout d’abord, nous avons caractérisé I'étalemetiilege et mis en évidence I'existence
d’oscillations. Il serait intéressant d’identifiexss molécules a I'origine de ces oscillations, et
de comprendre leur réle. On pourrait pour celaiétudes cellules possédant des défauts de
motilité, lies par exemple a l'absence de certaipestéines du cytosquelette d’actine
(profiline, Ena/VASP, etc). Une étude statistiguesppoussée de ces oscillations est aussi
possible. Il pourrait étre intéressant de relieno® on a essayé de le faire ces oscillations a
des changements de direction de la cellule.

Ensuite, nous avons émis des hypotheses sur ledeSlalifférents domaines de la protéine
Phg2. Pour vérifier ces hypothéses, on pourradiétU’étalement de celluleBictyostelium
dépourvues de VASP, ou I'état d’activation de cetéame protéine en fonction de la présence
ou de l'absence de Phg2. La régulation de Phg2 Isectmplexe, et il pourrait aussi étre

intéressant d’identifier d’éventuels autres pariresa

Enfin, concernant la mecano-sensibilité et la digagon calcique liée a la motilité induite
par un flux, on pourrait s'intéresser au gene neéioté au début de cette étude et qui code
pour une protéine homologue de la mucolipine. Ubdfait également faire une caractérisation
plus poussée de la fonction du récepteur a I''PPuyostelium puisque par exemple la
localisation de ce dernier n'est pas connue avetitume. || est également possible de
continuer I'étude de PKD2 et TPC, méme si ces groxéines ne semblent pas impliquées
dans la motilité, en utilisant si possible desliteurs des canaux calciques assez spécifiques,
ou en réalisant des expériences de patch-clampgaoactériser les protéines et vérifier si il

s’agit bien de canaux calciques.
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An adhesion molecule in free-living Dictyostelium
amoebae with integrin 3 features
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The study of free-living amoebae has proven valuable to explain
the molecular mechanisms controlling phagocytosis, cell adhe-
sion and motility. In this study, we identified a new adhesion
molecule in Dictyostelium amoebae. The SibA (Similar to Integrin
Beta) protein is a type | transmembrane protein, and its cytosolic,
transmembrane and extracellular domains contain features also
found in integrin p chains. In addition, the conserved cytosolic
domain of SibA interacts with talin, a well-characterized partner
of mammalian integrins. Finally, genetic inactivation of SIBA
affects adhesion to phagocytic particles, as well as cell adhesion
and spreading on its substrate. It does not visibly alter the
organization of the actin cytoskeleton, cellular migration or
multicellular development. Our results indicate that the SibA
protein is a Dictyostelium cell adhesion molecule presenting
structural and functional similarities to metazoan integrin f
chains. This study sheds light on the molecular mechanisms
controlling cell adhesion and their establishment during evolution.
Keywords: adhesion; Dictyostelium; integrin; motility; talin
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INTRODUCTION

Cell-substrate adhesion is a crucial step in many biological
processes such as development, wound healing, metastasis and
phagocytosis. In mammalian cells, several proteins are involved
in cellular adhesion, in particular cell-surface receptors,
signalling molecules and components of the actin cytoskeleton.
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Integrin-mediated cell adhesion is one of the most widely studied
adhesion mechanisms. Integrins are heterodimeric type | trans-
membrane proteins composed of one a-subunit and one
B-subunit, which bind to the extracellular matrix by their
extracellular domain and control cell spreading, migration,
proliferation and survival (Schwartz, 2001).

The amoeba Dictyostelium discoideum is a widely used model
to study cellular adhesion, phagocytosis and the dynamics of the
actin cytoskeleton. This unicellular organism is amenable to
genetic analysis, mainly owing to its fully sequenced haploid
genome (Eichinger et al, 2005). Many gene products have been
implicated in various aspects of the phagocytic process in
Dictyostelium on the basis of the analysis of targeted knockout
mutants (Bracco et al, 2000) or of mutants identified in random
genetic screenings (Cornillon et al, 2000; Fey et al, 2002; Gebbie
et al, 2004). Nevertheless, the receptors controlling the adhesion
of free-living Dictyostelium cells to their substrate and to
phagocytic particles have not been unambiguously identified.

Here, we report the identification and characterization of
a Dictyostelium adhesion molecule, named SibA, which presents
several features also found in mammalian integrin B chains.
These results may shed light on the origin of adhesion
molecules in evolution.

RESULTS AND DISCUSSION

SibA, a membrane protein involved in phagocytosis

To identify new genes involved in phagocytosis, we mutagenized
Dictyostelium cells by random insertion of a plasmid, and selected
a mutant defective for phagocytosis of fluorescent latex beads.
On the basis of its resemblance to integrins (see below), the
corresponding gene was named SIBA (Similar to Integrin Beta). In
the sibA mutant, the mutagenic plasmid is inserted in the
DDBO0187447 gene (Fig 1A), resulting in the absence of the
corresponding transcript (Fig 1B). The SibA protein (1,928 amino-
acid residues) has a putative endoplasmic reticulum insertion
signal sequence at its amino terminus (position 1-21) and a
transmembrane domain towards its carboxyl terminus (position
1859-1881), suggesting that it is a type | transmembrane protein.
Indeed, cell-surface biotinylation followed by immunoprecipitation

EMBO reports VOL 7 | NO 62006 617
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Fig 1| Structure of Sib proteins. (A) Organization of the SIBA gene. Exons are shown as numbered black boxes (I-IV). The position of the vector
insertion site in sibA mutant cells is indicated (nucleotide 1235 of the coding sequence). Scale bar, 1kb. (B) A 6-kb SIBA transcript was detected by
northern blot in wild-type (WT) but not in sibA mutant cells. (C) Structure of the SibA protein, and of human integrin . CRD, cystein-rich domain;
D.d., Dictyostelium discoideum; H.s., Homo sapiens; IGL, immunoglobulin-like fold; R, repeated motif; SS, cleavable signal sequence; VWA,

von Willebrand factor type A domain. (D) The cytoplasmic domain of Sib proteins contains a conserved motif also found in integrin B chains.

(E) The transmembrane domain of Sib proteins contains a GxxxG motif also present in integrin B chains.

confirmed that SibA is present at the cell surface (Fig 2A).
Four genes encoding homologues of SibA are present in the
Dictyostelium ~ genome  (DDB0187821, DDB0187822,
DDB0219318, DDB0187788), and positioned, like SIBA, on
chromosome V. The first three are adjacent and arranged in
tandem, and the fourth is in close proximity, suggesting a recent
expansion of this gene family. Consistent with this hypothesis, the
overall structure of Sib proteins is almost identical.

The extracellular domains of Sib proteins contain an
immunoglobulin-like fold (E-set, CL-0159, positions 174-235), a
cysteine-rich domain (positions 394-461) and a von Willebrand
factor type A domain (VWA, positions 520-691; Fig 1C). These
three domains are commonly found in the extracellular domains
of secreted or membrane-bound proteins and in many instances
have been implicated in cell-substrate adhesion. VWA domains
are ubiquitous in cytoplasmic proteins, but are also specifically
deployed in several metazoan extracellular proteins, with integrin
B subunits as very early evolutionary representatives (Whittaker
& Hynes, 2002). Although lacking several features characteristic
of metazoan integrin B chains, the Sib VWA domains
show particularly high homology to integrin B VWA domains
(supplementary information 1 online).

In addition, Sib extracellular domains contain four repeats
of about 200 amino-acid residues (R1-R4; Fig 1C; supplementary
Fig S2 online) also found in several surface or secreted bacterial
proteins, in particular VCBS (IPR0O10221) and RTX (Lally et al,
1999) proteins. These bacterial proteins are involved in the
interaction of bacteria with their substrate or with host cells,
suggesting that these repeats could have a role in binding to
certain substrates. We could not detect similar repeats in any

VOL 7| NO 6 | 2006

eukaryotic protein other than Dictyostelium Sib proteins. Sib
proteins thus represent hybrid structures associating bacterial-like
repeats and metazoan-like features (an extracellular VWA
domain), suggesting that these bacterial repeats might have been
acquired from bacterial genomes by horizontal transfer.

The Sib transmembrane and cytosolic domains are particularly
conserved among Sib proteins. The transmembrane domain
is unusually rich in glycine residues, forming notably a GxxxG
motif (Fig 1E). A GxxxG membrane motif is important for the
oligomerization of several homo- and hetero-oligomeric mem-
brane complexes (Cosson & Bonifacino, 1992; Russ & Engelman,
2000) and is a key feature of integrins’ structure (Schneider &
Engelman, 2004). The cytosolic domain contains two highly
conserved NPxY motifs separated by eight amino-acid residues
(Fig 1D), a motif also found in integrin B chains.

The cytosolic domain of Sib proteins interacts with talin
The conserved cytoplasmic domain of integrin B chains mediates
interactions with several cytosolic proteins. One of these, talin,
has a crucial role in integrin-mediated adhesion (Calderwood,
2004). However, integrin B cytosolic domains contain a trypto-
phan residue crucial for this interaction, which is not conserved in
Sib proteins. To test the ability of the SibA cytosolic domain to
interact with talin, we expressed a fusion protein of glutathione
S-transferase (GST) with the cytosolic domain of SibA in bacteria,
purified it and immobilized it on Sepharose beads and then
incubated the beads with a Dictyostelium cellular lysate. Talin
bound to GST-SibA, but not to GST alone (Fig 2B). As expected,
no signal was detected when a lysate from talin knockout cells
was used. In addition, talin also bound to GST-SibB, GST-SibC,

©2006 EUROPEAN MOLECULAR BIOLOGY ORGANIZATION
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Fig 2| Interaction of SibA with talin. (A) SibA is localized at the cell
surface. The cell surface of wild-type (WT) and sibA cells was
biotinylated. Biotinylated SibA was immunoprecipitated and then
observed with avidin-horseradish peroxidase. (B) Fusion proteins of
glutathione S-transferase (GST) with the cytosolic domain of each Sib
protein were produced in bacteria, purified and immobilized on beads.
The beads were incubated with Dictyostelium cell lysates, washed and the
bound talin was shown by immunoblotting. A lysate from talin mutant
cells was used as a control (third lane). The Dictyostelium lysate loaded
on the gel (right lane) corresponds to 10% of the amount of lysate
incubated with each GST fusion protein. (C) Mutating the membrane-
proximal NPxY SibA motif (mutl; see Fig 1D) abolished the interaction
with talin.

GST-SibD and GST-SibE (Fig 2). Mutational analysis showed that
the membrane-proximal NPxY motif (mutated in mut1) is essential
for binding to talin, whereas the membrane-distal motif (mut2) is
dispensable (Fig 2C). A similar finding was previously reported
for integrin B chains (Calderwood, 2004).

Cellular adhesion of sibA mutant cells is defective

In several phagocytosis mutants characterized so far (Fey et al,
2002; Gebbie et al, 2004), the phagocytosis defect is caused by
a defect in cellular adhesion to particles. For sibA mutant cells,
phagocytosis of latex beads was altered (Fig 3A), but macro-
pinocytosis, which was determined by measuring the uptake of
fluid phase, was unaffected (Fig 3B). In addition, sibA mutant cells
phagocytosed Klebsiella bacteria almost normally (Fig 3B),
indicating that the machinery responsible for engulfment of
particles was still functional and suggesting that the primary
cause of the phagocytosis defect in sibA cells might be a specific
defect in cell adhesion. To confirm this hypothesis, we measured
the ability of sibA cells to establish a tight contact with their
substrate. Cells were incubated on a glass substrate, and their zone
of contact with the glass was visualized and measured by
interference reflection microscopy (IRM; Fig 3C). The contact
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Fig 3|sibA mutant cells show specific adhesion defects. (A) sibA mutant
cells phagocytose latex beads poorly. Wild-type (WT, black curve)

or sibA cells (grey curve) were incubated for 20 min in the presence

(or absence: white curve) of fluorescent latex beads. The amount of
internalized fluorescence was determined with a fluorescence-activated
cell sorter. The average number of beads incorporated per cell is
indicated above each curve. (B) Cells were incubated with fluorescent
latex beads, Klebsiella bacteria (K.p.) or dextran for 20 min. The
internalization in sibA cells is expressed as a percentage of WT
internalization. The mean and s.e.m. of at least five experiments are
indicated. (C) The attachment of sibA mutant cells to a glass substrate is
defective. WT and sibA cells attached to glass coverslips were observed
by phase-contrast microscopy (Phase) and by IRM (interference
reflection microscopy). (D) The areas of 100 individual cells in contact
with the coverslip were measured. (E) The actin cytoskeleton is
unaffected in sibA cells. WT, sibA or phg2 cells were fixed and stained
with phalloidin. As described (Gebbie et al, 2004), abnormal actin
aggregates form in phg2 mutant cells. Scale bar, 10 pm.

area was markedly smaller for sibA cells (average 14 um?) than for
wild-type cells (41 um?; Fig 3D), suggesting that sibA mutant cells
adhered less readily to their substrate.
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Fig 4| Development of sibA mutant cells is normal. Wild-type (WT) or
sibA cells were starved to induce development. Cellular aggregates were
observed after 6 h and fruiting bodies after 24 h. Scale bar, 0.5 mm.

We then directly measured the adhesion of mutant cells to their
substrate. Cells attached to a glass substrate were subjected to
a flow of medium, and the speed of the flow necessary to detach
50% of the cells was determined. The strength necessary to detach
the cells can be extrapolated and represents the strength of the
cellular adhesion to the substrate (Decave et al, 2002). The
adhesion of sibA mutant cells (0.1+0.05Pa) was significantly
weaker than that of wild-type cells (0.6 +0.05 Pa), indicating that
SibA is necessary for efficient cell-substrate adhesion.

Defects in cellular adhesion can be associated with alterations
of the actin cytoskeleton, resulting in a range of anomalies in cell
shape and migration, or in cytokinesis (Gebbie et al, 2004). No
alteration in the organization of the cytoskeleton was seen in sibA
cells (Fig 3E). Motility of sibA cells (2.7+0.2 pm/min) was also
identical to that of wild-type cells (3.1 4 0.2 um/min). Finally, only
a small proportion of sibA cells were multinucleate (5.940.4%),
indicating that there was no significant defect in cytokinesis. Thus,
besides their defect in cellular adhesion, sibA mutant cells did not
show any important alteration in the organization and function
of the actin cytoskeleton.

Social amoebae, such as Dictyostelium, undergo multicellular
development in nutrient-free medium. Here, we observed that
sibA mutant cells undergo normal development, with the
formation of tight aggregates after 6 h of starvation, and of fruiting
bodies after 24 h (Fig 4). This indicates that SibA does not have an
essential role in the cell-to-cell interactions that allow multi-
cellular development. Analysis of messenger RNA levels by real-
time PCR indicated that SibA, SibB, SibC and SibE are expressed in
vegetative as well as in starved cells (S.C., unpublished data),
suggesting that for certain cellular processes SibB, SibC and SibE
may compensate for the lack of SibA.

Similarity between p integrins and Sib proteins

In summary, several features found in Dictyostelium Sib proteins
are also present in metazoan integrin B chains. First, like integrin
chains, the extracellular domains of Sib proteins contain a VWA
domain. Second, the transmembrane and cytosolic domains of
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Sib proteins are very similar to those found in integrin B chains. In
metazoan proteins, this specific configuration (a transmembrane
domain containing a GxxxG motif and two conserved cytosolic
NPxY motifs) is present only in integrin B chains. Third,
like integrin B chains, the cytosolic domain of Sib proteins
binds to talin. Finally, loss of SibA causes a specific alteration
in cellular adhesion.

There are, however, clear differences between Sib proteins and
metazoan f integrins: several domains typical of metazoan
integrins are not found in Sib proteins (Psi domain, repeated
EGF-like cystein-rich domains), and we have not identified a
Sib-associated subunit that would represent the equivalent of
o integrins. Several features found in Sib proteins (for example,
Sib bacterial-like repeats) are also absent from f integrins. Thus,
a phylogenetic relationship between Sib proteins and B integrins
remains highly speculative (see below).

Irrespective of their putative phylogenetic relationship, our
observations suggest a certain degree of functional similarity in the
way in which integrin B chains and Sib proteins connect the
extracellular space with the cytosolic machinery. This reinforces
the notion that cellular adhesion mechanisms are similar in
Dictyostelium and in mammalian cells, and that observations in
the Dictyostelium model system can be extrapolated meaningfully
to mammalian cells. A more detailed analysis of the structure and
function of Sib proteins will be necessary to determine further the
extent of the similarity between f integrins and Sib proteins.

Speculation

Metazoan integrin B chains and Dictyostelium Sib proteins could
be the products of convergent evolution. However, in view of the
similarities demonstrated in this study, we speculate that they
might stem from the same ancestral integrin B-like protein. This
ancestral B integrin would represent one of the first evolutionary
attempts to use VWA domains in extracellular domains, as
proposed previously (Whittaker & Hynes, 2002). This hypothesis
would place the appearance of B integrins long before the
appearance of Metazoa, as recent analysis of the Dictyostelium
genome indicated that Dictyostelium diverged from the line
leading to animals after the plant-animal split, but before the
divergence of fungi (Eichinger et al, 2005). The higher rate of
evolutionary change along the fungal lineage may explain why, so
far, no fungal integrin B-related molecules have been identified.

METHODS

Cell culture and mutagenesis. Cells were cultured at 21 °C in HL5
medium (Cornillon et al, 1998). To initiate multicellular develop-
ment, cells were plated on 1% agarose Petri dishes in nutrient-free
medium (5mM Na,HPO,, 5mM KH,PO,4, TmM CaCl,, 2mM
MgCl,, pH 6.5; Sussman, 1987).

The sibA mutant was isolated following a procedure described
previously (Cornillon et al, 2000). The plasmid rescued from
the original mutant was used to inactivate the SIBA gene
by homologous recombination in a DH1-10 wild-type strain
(Caterina et al, 1994; Cornillon et al, 2000), and these sibA
knockout cells were used for further characterization. Reverse
transcription of RNA from wild-type cells followed by PCR
amplification (Access Quick™ RT-PCR system, Promega,
Madison, WI, USA) and sequencing showed that the 5’ coding
sequence of SIBA differed from the coding sequence predicted by
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the genome sequencing centre, with two short exons instead
of one. For northern blot analysis, a SIBA probe was obtained
by PCR amplification of the genomic DNA using the primers
CCAACTCCAGGTTCATCTGG and GCACCATCAGCAAAAGCTCC.
The probe was radiolabelled and northern blot was carried
out as described (Cornillon et al, 1998). The SIBA sequence can
be found at www.dictybase.org (DDB0187447). Analysis of
protein sequences was carried out with SMART (Schultz et al,
1998), Blast (Altschul et al, 1990) and MULTALIN (Corpet,
1988) programs.

Cellular assays. Phagocytosis and fluid-phase uptake were
measured by incubating cells for 20min at 21°C in HL5
containing 0.5-um-diameter Fluoresbrite YG carboxylate micro-
spheres (Polysciences, Warrington, PA, USA), fluorescently
labelled Klebsiella (Cornillon et al, 2000) or 10 ug/ml Alexa647-
labelled dextran (Molecular Probes, Eugene, OR, USA). The
internalized fluorescence was measured in a fluorescence-
activated cell sorter after two washes with HL5 containing 0.1%
sodium azide (Cornillon et al, 2000). Velocity measurements and
staining of nuclei and of the actin cytoskeleton were also
performed as described (Gebbie et al, 2004).

To examine cell-substrate adhesion, cells were incubated for

4h in HL5 on a glass coverslip, then observed by phase-contrast
microscopy and IRM (Verschueren, 1985), using an Axiovert 100
M microscope (Carl Zeiss AG) coupled to a Hamamatsu Photonics
camera, Openlab 3.0.6 software; contact surfaces were deter-
mined using the MetaMorph Offline software.
Biochemical methods. To express GST-Sib fusion proteins, the
sequence coding for each Sib cytosolic domain was cloned into
the bacterial expression vector pGEX-3X. The expression and
purification of GST fusion proteins on glutathione-Sepharose
beads was carried out as described (Smith & Johnson, 1988).
D. discoideum cells (5 x 10°) were lysed in T ml of PBS containing
1% Triton X-100 and protease inhibitors (Ravanel et al, 2001).
Lysates were cleared by centrifugation (15min, 10,000g, 4 °C),
and supernatants preincubated twice with glutathione-Sepharose
beads before incubation for 16 h at 4 °C with GST fusion proteins
immobilized on Sepharose beads. Beads were washed five times
in lysis buffer and once in PBS, and bound proteins were separated
by SDS-polyacrylamide gel electrophoresis and transferred to
nitrocellulose membranes. Talin was observed as described
(Gebbie et al, 2004), with monoclonal anti-talin antibodies
(169.477.5; Kreitmeier et al, 1995).

To immunoprecipitate surface SibA, 6 x10° cells were
biotinylated, lysed and immunoprecipitated with a rabbit
anti-SibA polyclonal antibody raised against the cytoplasmic
domain of SibA. Biotinylated SibA was shown with horseradish
peroxidase-coupled avidin as described (Ravanel et al, 2001).
Supplementary information is available at EMBO reports online
(http://www.emboreports.org).
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Abstract

We have studied Dictyostelium discoideum spreading using Reflection Interference
Contrast Microscopy to visualize cell-substrate contact areas. Three main characteristics are
revealed: first Dictyostelium spreading is anisotropic. Cells polarize very quickly, through a
signaling pathway implying PiP3 that may be initiated by the initial contact with the substrate.
Second, the kinetics of spreading is globally linear and can accurately be fitted with a simple
relationship (Chamaraux et al., 2005). Third, the details of the kinetics show that cells spread
intermittently with quasi-periodic activities around 9 sec.

We also consider the role of extracellular calcium concentration on the main
characteristics of Dictyostelium spreading. Extracellular calcium concentration increases the
initial speed of spreading without changing the period of the fluctuations and favors the
presence of several simultaneous spreading directions. These mechanisms may partly explain
how calcium fluxes enhance Dictyostelium discoideum phagocytic efficiency and accelerate

the shear stress induced motility of the amoebae in the direction of hydrodynamic flow.

154 words
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Introduction

The novel possibility to control cell environment at the micron scale clearly
demonstrates that cell morphology depends on the topology of cell-substrate contact zones
(Jiang et al., 2005; Thery et al., 2006). It is however not clear, whether a biochemical signal is
synthesized at the focal contacts that diffuses throughout the cell or whether
mechanoreceptors sense local or global mechanical constraints such as membrane tension.
Experimental evidences have been gathered for both mechanisms in different cell types
(Balaban et al., 2001; Lee et al., 1994; Riveline et al., 2001) and it is possible that they
coexist. Whatever the molecular mechanisms, cell-substrate adhesive contacts are part of a
general organizational scheme integrating cytoskeleton dynamics, membrane traffic and
organelle and cell division axis positioning (Thery and Bornens, 2006). Therefore the role of
cell-substrate adhesive contacts is likely to be crucial in organism development and tissue

repair.

Another aspect of cell organization is time. Several molecular clock mechanisms are
known, that control circadian rthythms (Meyer-Bernstein and Sehgal, 2001), the cell division
cycle (Wittenberg and Reed, 2005), or periodic Ca*" oscillations (Berridge and Galione,
1988). These mechanisms involve an autonomous biochemical process alternating between
two states, and external resetting pathways. While observing such signaling, questions arise
concerning the synchronization of individual cells in a population. Do cells have common

time periods? What sets cell phase? What is the origin of cell-to-cell variability?

We previously reported that applying hydrodynamic shear stresses to Dictyostelium
discoideum cells triggers active actin cytoskeleton dynamics, resulting in net cell movement,
either in the direction or against the flow (Decave et al., 2003; Fache et al., 2005).
Furthermore, decomposing amoeboid movement in protrusion and retraction events, we
observed that during fast cell motility, quasi-periodic protrusive and retractive activity
occurred, with a time period of about 8-12 sec. Periodic variation in cell speed was also
observed in other experimental situations or with other cell types (Giannone et al., 2004;
Uchida et al., 2003). Since cell volume and plasma membrane area are physiologically
limited, gains and losses in cell-substrate contact area are mechanically linked during cell
movement. It is not possible to know whether protrusions or retractions are at the origin of

this quasi-periodic behavior. In chemotaxing D. discoideum cells, cross-correlation analysis
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shows that protrusions always precede retractions by about 50 sec (Weber et al., 1995). It is
therefore possible that molecular mechanisms of cell protrusion by themselves result in
periodic variation of front edge speed, which would in turn transmit a periodic signal

controlling rear edge speed.

In order to separate protrusion and retraction activity, we study the temporal and
spatial dynamics of D. discoideum cell-substrate contact area during spreading. In this work,
we show evidence that despite large size shape and speed variability, cells possess common
spreading characteristics, supporting the physical model of spreading proposed by Chamaraux
et al. (Chamaraux et al., 2005). We also show that protrusion activity indeed exhibits quasi-
periodic variations, even in the presence of very low retraction activity, with an average
period that is comparable for all cells. We finally study the effect of external calcium on the

morphology and kinetics of spreading.
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Materials and Methods

Strains and chemicals

Dictyostelium discoideum strains Ax2, and DH1 expressing CRAC-GFP, were grown
at 21°C in axenic medium' (Watts and Ashworth, 1970) in shaking suspensions at 180 rpm
(Ax2) or in Petri dishes (DH1). The mode of culture does not affect spreading kinetics (data
not shown). Vegetative cells were harvested during exponential growth phase at a density of
2-4-10° cells'ml”, pelleted by centrifugation (1000 x g, 4°C, 4 min), washed twice in
Sorensen phosphate buffer (SB: 2 mM Na,HPO,, 14.5 mM KH,PO4, 5 uM CaCl,, pH 6.2)
and used immediately. When indicated, SB was supplemented with 500 uM CaCl,.

Glass plates or coverslips were cleaned with a ionic detergent, rinsed with ethanol and
water and etched for 5 min with 14.5 M NaOH as previously described (Decave et al., 2002).
New glass plates or coverslips were used for each experiment.

Cytochalasin A, Latrunculin A, LY294002 and other chemicals were from Sigma (La

Verpilliére, France).

Cell spreading assay

A Labtek coverslip chamber (Nunc) was filled with 100 pnL. SB and set on an Olympus
IX-71 inverted microscope focused at the glass-liquid interface. Cells were resuspended in
100 pL SB at 10° cells'ml™ and introduced in the chamber, where they sedimented slowly.
Image-recording was started when the first cell could be seen in the observation field and
lasted 5 minutes.

Reflection Interference Contrast Microscopy (RICM) was obtained by selecting the
546nm peak of the episcopic mercury lamp by a combination of interference and blue-green
filters and illumination through an episcopic cube. The image of the field diaphragm was used
to focus at the glass-liquid interface. Light intensity was reduced with neutral density filters,
since high illumination intensities block cell movement. RICM images were recorded at 1 Hz
by an intensified cooled CCD video camera (Photonic Science, UK) controlled by Image Pro
Plus software (IPP, MediaCybernetics). At the end of the recording, a phase contrast image
was taken to localize cell positions and check that they were not aggregated. A background

RICM image was also taken in the absence of cells.

" The composition of the axenic medium is: 14.3 g/L Oxoid L34 peptone, 7.15 g/L Oxoid L21
Yeast Extract, 50 mM maltose, 4.51 mM Na,HPOy, 3.53 mM KH,PO,, 0.34 mM
dihydrostreptomycine.
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Analysis of spreading Kkinetics

The background image was subtracted from the RICM recording and the resulting
images were segmented, using the Image Pro Plus software. This generates a black and white
movie showing the changes in contact area with time, where cell-substrate contact areas
appear white (pixel value 255) over a dark background (pixel value 0). White areas are
quantified and plotted as a function of time, giving the spreading kinetics. Individual
spreading kinetics are adjusted by the very general relationship derived by Chamaraux et al.
(Chamaraux et al., 2005):

A(t) = Amax tanh(at) (Eq. 1)

where Anax is the maximum cell-substrate contact area, oo the inverse of the characteristic
spreading time and the initial contact time is set at t = 0. In this model, the initial spreading

slope is 0lA max.

Determination of protrusion and retraction activity

Gain and loss zones are defined as the areas where the pixel value respectively
increases from 0 to 255, or decreases from 255 to 0 between two frames. The invariable zone
is the cell area where the pixel value stays constant. Mathematically, these areas are obtained

by computing at each pixel the following function:

F, _PiTPis 157, Pi (Eq. 2)
6 255

where p; is the pixel value in frame i (time t;). Gained, lost or invariable areas correspond to F;
=170, 86 or 128 respectively and background to 127. Averaging over three successive frames
(from t; to ti3) eliminates pixel noise associated with the numerical definition of the contour.
Gain and loss growth rates are defined as the cell area gained or lost by unit of time.

dA ained area dA lost area
B (e e
gain loss

dt t,_i—t, dt t_i—t,
A Visual Basic program was written in Image Pro Plus to perform these operations, generate a
colored movie and send the values of the gain and loss growth rates to an Excel datasheet.

This program is available upon request.

Determination of protrusion and retraction peak activity
Gain and loss area growth rates are plotted as a function of time. The positions and

values of the peaks and valleys are extracted by a difference algorithm. Peaks whose height is
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less than 0.6 um?/sec over that of a neighbor valley are rejected because the existence of the
peak is not significant compared to pixel noise (= 0.3 um?/sec, estimated from the averaged
retraction activity during the first 30 sec of spreading, where no active retraction events are
observed). Peaks separated by less than 4 sec are considered as a single peak, since the
temporal resolution of the gain and loss analysis is 3 sec. For protrusion activity, the heights
of significant peaks and the time intervals between significant adjacent peaks (At) are further
analyzed. For a given cell, the characteristic period is the mean time interval between
successive peaks, T = <At>. For a set of cells, the distribution of time intervals At between
successive peaks is represented as an histogram and fitted with a Gaussian law (mean p,

variance O):

20

1
interval frequency = ex
R

Statistical analysis of cell protrusive and retractive activity

i i

) . (dA ) )
For each cell i, gain (—) and loss (—) area are normalized to their
gain loss

maximum spreading area Al The underlying hypothesis is that cell dynamics is
proportional to cell size. Gain or loss kinetics are then averaged, giving, for N cells, the
average protrusion or retraction activity, as shown in Fig. 3B :

Average protrusion activity (t) = — ) ——
gep y (1) N2

max

Q1 (ar
dt

) (1) (Eq.5)

gain

In order to better visualize parallel dynamics, the position of the first protrusion peak T; is
determined and the data are shifted in time so that all first peaks coincide at 5 sec. The phased

average protrusion or retraction activity it thus (see Fig. 3C and 4) :

N 4 A dt

i=N i
: .. 1 (dA
Phased average protrusion activity (t) = — Y ——| — [t - (rl. - 5)] (Eq.6)
max gain
The average protrusion or retraction activities are integrated over time to give the
cumulative average protrusion or retraction activities shown in Fig. 5. The difference between
the cumulative average protrusion and retraction activities gives the average spreading

kinetics (“difference” curve, Fig. 5), which is fitted with Eq.1.
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Spreading directionality

For a given cell, the initial contact point I is the centroid of the initial contact area (A(t
=0)). A cell is considered as fully spread” at tpa, = 1.5/0.. G is the centroid of the fully spread
cell contact area.

The spreading angle is the minimal opening angle of an angular sector, whose tip is set
at the initial contact point I, that contains 80% of the fully spread cell contact area. The
spreading angle is manually determined and most often parallels cell preferential spreading
directions. The spreading angle depends on the percentage of the fully spread cell contact area
one wishes to enclose in the angular sector. Selecting 80% allows neglecting minor spreading
activities while taking into account the most important ones.

The directionality index is the ratio of IG, the distance covered by the contact area
centroid during spreading, and 4/A(z,. ), a characteristic length of the fully spread cell :

Directionality index (DI) = _16 (Eq.7)

A(tmax)
The directionality index is not sensitive to the definition of tma, since distances IG

and,/A(r,,,) increase in parallel with tox.

Definition and determination of individual pseudopod kinetics

To study spreading directionality, we need to consider the area gained by a cell in
different directions. To avoid confusion between global and local events, we chose to keep the
general word “protrusion” for the global area gain activity, and to define a “pseudopod” as a
zone of increasing area in a particular direction. A pseudopod stops after a certain time, when
the area in the concerned direction does not extend anymore.

The outline of a cell is defined as the curve enclosing the fully spread cell contact area.
Pseudopod tips correspond to points of maximum negative curvature along the outline. The
main preferential spreading directions of a cell are determined by visual inspection. On both
sides of a preferential spreading direction, two vertexes are defined as the nearest points of
maximum positive curvature along the outline. An area of interest is then defined as a closed
polygon that links the initial contact point I to adjacent vertexes and encloses the entire area

of the pseudopod of interest. The pseudopod area A(t;) is the area of the cell contained in the

* This time corresponds to a spreading area > 90% of Amax
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polygon of interest at time t = t;. The area of a given pseudopod is measured as a function of
time and the derivative is obtained by a 5-point Savitzky and Golay smoothing filter

((Savitzky and Golay, 1964) and (Steiner et al., 1972)):

dA
dt

(Eq.8)

pseudopod

This formula filters pseudopod kinetics over 3 sec.
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Results

Dynamics of cell-substrate contact areas during spreading and motility

Cells are allowed to sediment in a Labtek coverslip chamber in the presence of 500uM
CaCl, and cell-substrate contact areas are visualized by Reflection Interference Contrast
Microscopy (RICM) and monitored at 1 Hz. For each individual cell, recording time starts
when the cell first contacts the substrate, corresponding to a visible area of about 2 pm®.
Globally, Dictyostelium cells spread fast (1-2 min), in an anisotropic manner. A representative
example of cell spreading is shown in Fig.1A and movie 1. For this cell, after the initial
contact, cell-substrate contact area mainly increases in a single direction for about 60 sec.
Then, a new spreading direction appears, at 90° from the first one, and the cell starts
retracting its contact area at the initial contact point. Maximal cell-substrate contact area is
reached at 100 sec and from that time on, cell-substrate contact dynamics result in net cell

movement.

We first consider spreading kinetics, i.e. the evolution of total cell-substrate contact
area A with time t. Binary images of cell-substrate contact area are obtained by segmenting
RICM images and are quantified (Fig.1C). A very general expression describing cell
spreading has been derived by Chamaraux et al. (Chamaraux et al., 2005) (Eq.1, see Materials
and Methods). This equation contains two parameters: Amax, the maximal spreading area of
the cell on the substrate, and o', the characteristic spreading time. This equation was used to
fit the spreading kinetics shown in Fig.1C (Apex = 201 = 6 um*; o = 0.0115 + 0.0007 sec™).
The global shape of the spreading kinetics is in good agreement with the model’s prediction.
However, in details, experimental data sometimes differ significantly from the model curve,
exhibiting alternatively faster and slower spreading events (see Fig.1C). In order to better
characterize the details of the kinetics, we decompose cell-substrate contact area variations
into gain and loss zones (Fache et al. 2005). Protrusion and retraction zones are defined as the
area gained or lost over a 3 sec time interval. Fig.1B shows cell contact areas gained during
20 sec intervals. Protrusive and retractive activities (um?/sec) for the cell shown in Fig.1A
and movie 1 are plotted as a function of time in Fig.1D. As the cell reaches the substrate, only
protrusion activity is detectable, and retractions start only at 60 sec. The end of spreading and

the transition from spreading to motility corresponds to the moment when protrusion and
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retraction curves stabilize around the same mean value. From Fig. 1D, it is obvious that
protrusive activity is not steady, but exhibits large peaks. Using the criteria described in
Materials and Methods (peak height = 0.6 um?/sec, time between peaks = 4 sec), we separate
significant peaks from noise. Plotting the time occurrence of successive significant peaks
reveals that they appear regularly. For the cell under study, the mean period At is about 9.6
seconds (Fig.1E) and depends only weakly on the peak height criterion defined above (data

not shown), which supports the significance of the observed regularity.

Cell spreading requires actin cytoskeleton remodeling. This is clearly shown by adding
cytochalasin A or latrunculin, drugs that promote actin filament depolymerization. Both drugs
strongly decrease the initial spreading slope of D. discoideum cells (Fig.2A and B). While
2uM latrunculin strongly inhibits spreading, the same cytochalasin concentration does not
affect the spreading slope. 6uM cytochalasin is necessary to inhibit fast spreading. The
difference in the efficiency of the two drugs is in good agreement with observations made on
other chemotactic cells like neutrophils (Sengupta et al., 2006) and could be explained by an

accumulation of latrunculin in cells due to an active sequestering (Pring et al., 2002).

Directionality of cell spreading depends on the formation of a PIP3 gradient

As shown in Figl A and B, cells do not spread isotropically around the initial contact
point. A preferential direction for the extension of cell-substrate contact area arises quickly,
after about 10 sec. In chemotaxis, actin polymerization and cell movement are polarized
thanks to the formation of a stable PiP3 gradient (Merlot and Firtel, 2003; Parent and
Devreotes, 1999). To investigate a similar involvement of PiP3 in cell spreading, we examine
DHI cells expressing CRAC-GFP using fluorescence microscopy. CRAC-GFP labels the
PIP3 gradient at the cell front, where pseudopods form. When these cells spread on a surface,
a fluorescent front, localized at the spreading side, appears in 85% of the cells (N=25) during
the first minute after contact with the substrate (data not shown).

Furthermore, addition of 10 uM LY294002, a drug that inhibits PI3kinase activity,
fully prevents both CRAC-GFP front formation and anisotropic spreading. The areas gained
during successive 20 sec intervals are shown in Fig.2D for two typical cells, either treated
with LY294002 or with the DMSO vehicle only. In the case of the LY294002-treated cell,

successive gained areas concentrically surround the initial contact point. However, the initial
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spreading slope is not dramatically affected (Fig.2C). At least 30 uM LY294002 is required to
significantly inhibit cell spreading. We conclude that PI3kinase activity is involved in
Dictyostelium fast spreading on solid substrates, and that formation of a PIP3 gradient is

induced by cell-substrate contact and sets the direction for initial spreading.

Statistical analysis of pulsatile protrusive activity

Spreading kinetics of individual cells are very diverse. Cells first differ both in the
maximum area they have in contact with the substrate (Amax), and in their characteristic time
of spreading (o). In addition, while some cells have rather smooth spreading kinetics, others
clearly spread in distinct steps (Chamaraux et al., 2005). In fact, a closer look reveals that
even apparently smooth kinetics consist of several phases of alternating faster and slower
spreading rates, as already described in Fig. 1. Other representative examples are provided in
Supplementary Material.

For a better statistical evaluation, we studied a set of 15 cells spreading on a glass
surface in the presence of 500 pM CaCl,. To detect significant peaks of protrusive activity,
we set a threshold value at twice the value of the noise in protrusion activity, namely 0.6
um?.sec”. With the criteria explained in Material and Methods, peaks are detected and the
time intervals between adjacent peaks At are calculated. At the level of the entire cell
population, At time intervals distribute over a broad peak, of mean 8.9 sec and standard
deviation 4.1 sec. For a given cell, a characteristic period T is determined by averaging At.
This period does not significantly vary from cell to cell (<T> = 8.9 + 1.6 sec), which shows
that most variation indeed originates from intrinsic fluctuation of cell activity. The
distribution of At time intervals is well represented by a Gaussian distribution of mean p = 6.2
+ 0.7 sec and variance o = 4.2 £+ 0.6 sec (Fig.3A) and does not depend on the threshold value
used to define significant protrusion peaks. When the threshold is increased to 0.9 pm*.sec™,
the parameters of the Gaussian distribution slightly changes : p = 6.8 + 0.8 sec and 0 =4.7 £+
0.8 sec. When it is decreased to 0.3 pum”.sec”’, more small peaks are incorporated, thinning the
distribution : p = 7.1 £ 0.2 sec and o = 2.7 £ 0.3 sec. The threshold value retained to define
significant peaks makes it therefore possible, that some intervening peaks are not detected,
shifting the apparent characteristic period At upward. Nevertheless, we conclude that

significant protrusive activity occurs regularly, with a roughly 9 sec recurrence time period.
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As for retractions, with the same criteria, it is not possible to determined a significant periodic
activity on the existing data.

We then average individual gain and loss kinetics after normalization to the maximum
contact area Amax (Fig.3B). We first observe that the average protrusion activity decreases and
the average retraction activity increases along spreading, until they reach the same steady-
state level. Furthermore, oscillations in protrusion activity are clearly visible. The presence of
oscillations in average protrusive kinetics reveals that the peaks evidenced before in
individual cells partly superimpose. This suggests that the onset of the periodic protrusive
activity coincide with the initiation of spreading. Indeed, the first maximum in the protrusion
curve indeed does not appear randomly, but occurs within 5,2 + 2,2 sec upon cell-substrate
contact. Therefore, the contact with the substrate may trigger the first protrusion peak.

The uncertainty in the position of the first peak is due to the difficulty to detect the
initial contact of the cell with the substrate, since it corresponds to very small areas. This
uncertainty generates phase differences between cells that may mask their common behavior.
In order to phase cell contributions together, we therefore shift individual cell protrusion
kinetics along time so that the first maximum occurs at 5 sec. This phasing procedure clearly
increases the size of the oscillations seen on average protrusion kinetics (Fig. 3C), supporting
the existence of a common synchronal 9 sec period.

The existence of a pulsatile protrusive activity is not affected by the addition of 10uM
LY294002. As this concentration fully inhibits the formation of a PIP3 gradient, as described
above, we can conclude that the pulsatile protrusive activity observed does not result from
variations in PIP; concentration.

Fluctuations in protrusive activity are also seen in the presence of 1uM latrunculine.
Interestingly, the mean time separating adjacent peaks is slightly increased under these two
conditions (11.5 sec in both cases). The parameters of the Gaussian law fitting the
experimental data are indeed modified : p = 9.1 £ 0.9 sec and 0 = 5.7 £ 1 sec in the presence
of 1uM latrunculine and p = 7.8 = 1.2 sec and 0 = 6.0 = 1.1 sec in the presence of 10uM
LY294002. This shift is not due to the 30% decrease in spreading rate, since parameters of the
At distribution are not sensitive to a 30% variation in the threshold used to define significant
protrusive activity. The activity of the proteins inhibited by these drugs therefore influences
the common time period of the cells. At higher drug concentrations, all significant

fluctuations disappear and the cells spread slowly and smoothly.
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Calcium stimulates protrusive activity without changing the characteristic period.

We previously reported that external calcium concentration and calcium release from
internal stores modulates cell velocity in response to hydrodynamic shear stress (Fache et al.,
2005). Since both protrusions and retractions are involved, motility experiments could not
distinguish which process is stimulated by calcium fluxes. We thus compare spreading
kinetics recorded at 5 uM and 500 uM calcium, obtained on the same day with the same cell
suspension. This experiment was reproduced several times with similar results. Kinetics are

averaged over all renormalized recordings (Fig.4 and 5).

Reduction of the external calcium concentration does not significantly change the
distribution of time intervals between successive peaks of protrusion activity (At, u and o, see
Table 1), but two important features are changed.

First, for a given cell, the occurrence of peaks of protrusive activity is less regular at
5uM calcium concentration. This explains that periodic activity is less visible on average
protrusion kinetics (Fig.4C). The time of occurrence of the first peak is also much more
variable. In 14% of observed cells, initial contact triggers fast spreading ((dA/dt)/Amax > 0.03
sec') after a delay longer than 10 sec. This never happens in the presence of 500 uM Ca®"
When cell protrusive activity is synchronized on the first peak, the first two peaks are well
defined, but the following ones are noisy (Fig.4C).

Second, the initial level of protrusion activity is higher at 500uM Ca®" than at 5uM
Ca®". Furthermore, this level decreases with spreading at 500uM Ca®’, whereas it stays
relatively constant at 5uM Ca®’, resulting in comparable protrusive activities at the end of
spreading (see Fig 4.A and C, and Table 1). Integrating protrusion and retraction kinetics with
time confirms this observation and allows quantifying these activities (Fig. SA and C). In the
presence of 5uM Ca®" (Fig. 5C and D), the protrusion slope changes only from 0.015 sec™
during the initial 0-40 sec time interval to 0.011 sec” during steady state (60-120 sec).
Meanwhile the protrusion rate in presence of 500uM Ca®’ decreases from 0.024 sec™ (0-
40sec) to 0.012 sec™ (60-120 sec). In contrast, neither the steady state retraction rate nor the
onset time of retraction activity, obtained by linear extrapolation of the steady state retraction
rate, depend on the extracellular calcium concentration (Table 1).

As a consequence, cells spread more slowly in the presence of 5 uM Ca*". The
difference between integrated protrusion and retraction activities gives the average spreading

kinetics (“difference”, Fig5). This curve is well fitted by Eq.1. The average spreading rateo. is
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significantly different at high and low calcium concentrations :o. =0.027 s and 0.016 s™ in
the presence of 500uM or 5 pM Ca®", respectively (Table 1).

We thus conclude that calcium stimulates protrusion activity immediately after contact
with the substrate, and facilitates the onset of fast cell spreading. External calcium does not

play any role in the level of retraction activity during spreading and spontaneous motility.

The cell periodic protrusion activity does not require retraction activity

Retractions start about 30-40 sec after the beginning of cell spreading, which suggests
that retractions do not play any role in the genesis of protrusion oscillations. To better study
the relationship between protrusion and retraction activities, we study cell spreading on a

more adhesive substrate, which makes retractions more difficult.

Decavé et al. showed that APS-treated glass is three times more adhesive than plain
glass for D. discoideum cells (Decave et al., 2002). The detachment rate of cells submitted to
hydrodynamic shear stress is strongly decreased on this substrate. We study cell spreading on
APS-treated glass in the presence of 5 or 500 uM Ca®". Qualitatively, cells behave in the
same manner on this substrate as they do on plain glass, exhibiting a periodic protrusion
activity rapidly triggered after contact, and a slow increase of retraction activity.
Quantitatively, the distribution of time intervals between successive protrusion peaks is not
significantly different from the one reported before for plain glass (Table 1). However,
retraction activity is reduced by a factor of two, independently of the calcium concentration,
during both spreading and motility (steady state retraction activity = 0.0066 sec™', Fig.5B and
D). During the initial phase of spreading (0-40 sec) on APS-treated glass, protrusion activity
is nevertheless comparable to that observed for cell spreading on plain glass. During the
steady state (60-120 sec), protrusion activity adapts to the lower retraction activity, resulting
in slower net cell motility after spreading (data not shown). Parameters of cell spreading are
given in Table 1. Average spreading kinetics, obtained by subtracting the retraction from the
protrusion activity, are quite comparable to those measured on plain glass (Fig5.B and D and
Table 1).

This result confirms that the onset of periodic protrusive activity is independent of the

retraction rate. However, protrusive activity adapts its level to the average level of retractions.
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Spreading rate and directionality are interdependent in the presence of extracellular

calcium.

Despite the common 8-10 sec period activity, individual cells exhibit large variations
in their individual kinetic parameters o and Amax (Table 1 and Supplementary Material). In
this part, we try to understand the origin of cell-to-cell variability. Parameters o and A,y are
statistically independent (data not shown), which suggests that spreading is not kinetically
limited by the diffusion of some molecule within the cell’. Furthermore, cells present large
variations in their morphology during spreading. We therefore investigate the possible

relationship between cell shape and spreading kinetics.

During spreading, cells extend protrusions in one or several different main directions,
which gives rise to extended or globular cell shapes. In the following, we designate
“pseudopod” a zone of continuous increasing area in a particular direction. To describe cell
morphologies, we also define a representative angle parameter 0, called the spreading angle,
which is given by the angular sector issued from the initial contact point and containing 80%
of the total spreading area. Limiting the angular sector to this fraction of the area ensures that
directions corresponding to minor spreading activities are neglected (see Fig 6.A for three
representative examples). Figure 6C shows that for cells spreading in the presence of 500uM
extracellular calcium, the spreading rate o tends to increase with the spreading angle 6. On
the contrary, at low calcium concentration (5uM), these two parameters are statistically

independent.

The spreading angle we defined obviously depends on the fraction of the total area we
wish to include in the cone of spreading. So, a directionality index is defined, which takes into
account the full cell area (see Materials and Methods). Briefly, this index is the ratio of the
distance between the initial contact point and the center of mass of the fully spread cell,

divided by a characteristic length of the cell, namely the square root of An.x (Eq.7).

3 If spreading kinetics were limited by diffusion, a linear relationship would be expected
between Apa, and o' : D = alA ey being the diffusion coefficient.
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The spreading angle 6 decreases when the directionality index increases (Fig. 6D),
justifying the definition given to this parameter. Fig. 6E shows that in the presence of
calcium, the spreading rate o decreases as the directionality index increases. In the absence of
calcium, the spreading rate is not linked to the directionality index. In all cases, the presence
of calcium enhances the spreading rate. The effect is however more pronounced when the
cells have several preferential spreading directions, resulting in a large 6. In order to
understand how calcium accelerates spreading, we specifically consider such cells. We
examine the position of areas gained by cells spreading at high or low calcium concentrations
during given time intervals (see cell a and ¢ in Fig.6A). We decompose spreading into the
four indicated preferential directions indicated as 1 to 4 and calculate the growth rate of each
pseudopod (Fig.6B). At low calcium concentration (cell c), cells exhibit only one preferential
direction at a time: pseudopod 3 appears first (peak at t = 5 sec), then pseudopod 2 (t= 11 sec)
and pseudopod 1 (t = 15 sec). After a while, pseudopod 3 restarts growing (t = 42 and 50 sec)
followed by pseudopod 4 (t = 47 sec and 54 sec). Pseudopod activity superimposes only
during the interval 15-35 sec. At high calcium concentration however (cell a), several
protrusions simultaneously grow: pseudopods 2, 3 4 start together (peaks att = 8, 9, 8 sec,
respectively), then have parallel activity during one period (t = 17, 15, 16 sec respectively),
pseudopod 4 then stops expanding while pseudopod 1 starts (t = 20 sec), in phase with
pseudopods 2 and 3 (t = 21 and 19 sec). During the entire spreading time (tmax = 25 sec), this
cell thus has three active pseudopods at the same time. Note that the growth rate of each
pseudopod is roughly independent of the external calcium concentration. We conclude that in
the presence of high calcium concentration, cells are able to emit several pseudopods at the
same time during spreading. These observations are confirmed by the examination of other

cells (data not shown).
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Discussion

In this work, we analyze the general character and cell-to-cell variations of
Dictyostelium discoideum spreading on solid surfaces. Cells have various forms, elongated or
more rounded, spread faster or slower, and reach different total areas (Fig.6, see also
Supplementary Material).

Despite these large cell-to-cell variations, the dynamics of cell-substrate contact areas
during spreading of Dictyostelium discoideum reveal common features: a few seconds after
contact with the substrate, cells start to extend pseudopods in one or several directions. A
succession of pseudopods follows, resulting in an anisotropic increase in cell-substrate contact
area. After about one minute, the cell starts retracting part of its contact area. At this point,
pseudopods still extend but their growth rate decreases to match the retraction activity. Once a
balance between gain and loss of area is reached, spreading is completed and cells start to

move on the surface, with variation in their contact area under 30%.

D. discoideum spreading Kinetics consists of discrete steps and obey a globally linear

function

Spreading kinetics (total contact area as a function of time) is a biphasic curve: a
quasi-linear increase is followed by a plateau. The experimental data are well fitted by Eq.1,
derived from the model developed by Chamaraux et al (Chamaraux et al., 2005). Briefly, the
hypothesis underlying this model is the control of actin polymerization, motor of cell
spreading, by two antagonist processes: 1) stimulation of actin polymerization through a cell-
substrate contact-induced signaling. ii) initiation of actin depolymerization by membrane
tension, which increases with the contact area. Our data confirms the fundamental role of
actin polymerization in cell spreading. Furthermore, the initiation of retractions at the end of
spreading and the inhibiting effect of retractions on the protrusion activity suggests that
membrane tension may indeed be important in the control of cell spreading.

Evidence for the effect of membrane tension on cell edge dynamics have been
provided by addition of amphiphilic compounds (Raucher and Sheetz, 2000). In addition, it
has been shown that an applied hydrodynamic shear stress facilitates retraction of the
upstream side by a peeling mechanism (Decave et al., 2002) and decreases membrane tension
at the downstream side (Simson et al., 1998), resulting in a rapid movement in the direction of

the flow. This supports a role for membrane tension in regulating cell edge movement.
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Chamaraux’s model however presents limits when compared to experimental data: first of all,
superimposed on their global linear increase, spreading kinetics of individual cells present
temporal rate variations well above experimental uncertainty, which cannot be explained by
this simple model. Second, it does not take into account the existence of preferential
spreading directions, although it is not incompatible with their existence (Ali et al. manuscript
in preparation). Note that the general relationship linking the movement of cell margin and
membrane tension derived by Chamaraux et al. does not depend on the molecular details of
actin driven protrusions or myosin II mediated retractions. Therefore this model is equally
suitable to describe the spreading of motile (where protrusion and retraction activities tend to
a common non zero value) and non-motile cells (absence of retraction, the protrusion activity
tends to zero). This justifies the use and explains the excellent agreement of the theoretical
curve with the experimental data, once cell-specific fluctuations are removed by the averaging

procedure used in Fig. 4 and 5.

Comparing the spreading of D. discoideum with other cells previously described, like
endothelial cells (Reinhart-King et al., 2005), fibroblasts (Dobereiner et al., 2004) monocytes
(Pierres et al., 2003) or neutrophils (Sengupta et al., 2006), shows interesting characteristics.
Despite a large variability in experimental conditions and spreading parameters (spreading
time up to several hours for fibroblasts), all studies show several phases in spreading kinetics
and in particular a common phase of quasi-linear growth responsible for most of the increase
in total spreading area. This linear growth could thus be a universal characteristic of cell
spreading, as proposed by Cuvelier et al. (Cuvelier et al., 2007). The authors present an
alternative model accounting for the linear rate of spreading. In this model, spreading is
considered as a passive phenomenon, whose kinetics are driven by a gain of adhesion energy
while the contact area increases and limited by dissipation of energy due to the deformation of
the actin cortex, considered as a viscous fluid. The model does not describe the end of
spreading and the possible transition to motility. Furthermore, considering the actin cortex as
a viscous fluid is incompatible with the directional spreading we observe. This explains why

we preferentially refer to Chamaraux’s model to represent our experimental data.

Remarkably, cells exhibiting the closest behavior compared to D. discoideum cells are
neutrophils, with a relatively short spreading time (about 5 min) and a polarized spreading
behaviour (Sengupta et al., 2006). Interestingly, both cell types are professional phagocytes,

and mechanisms involved in spreading, such as contact with a surface, adhesion and
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extension of directional pseudopods, are likely to be important for phagocytosis. Studying the
spreading of mutant cells deficient in phagocytosis could therefore be helpful to characterize
the function of key proteins. Interestingly, Cornillon et al. reported that invalidation of a D.
discoideum gene coding for a protein similar to the § subunit of integrins (SibA) prevents
phagocytosis and strongly reduces cell spreading under the same conditions we used in this
study (Cornillon et al., 2006). Fast Dictyostelium spreading may therefore involve an integrin-

like adhesion receptor.

Periodic fluctuations in protrusion activity

A second remarkable result is the presence of almost periodic protrusion activity
during Dictyostelium spreading and motility. This was first observed during shear flow
induced cell motility (Fache et al., 2005), and is confirmed in this study. The reported time
period is almost the same in both studies (9 = 1 sec). It should be noted that the spatial and
temporal resolution of our setup limits our studies to events with characteristic times larger
than 3 sec. The existence of faster fluctuations in contact area dynamics cannot be excluded.
As for retractions, their level is too low to characterize any statistically significant periodic

fluctuations.

Individual peaks often —but not always- match changes in cell protrusion direction.
This is especially obvious for cells extending successive protrusions in different direction
such as cell ¢ shown in Fig. 6A and B. Since peaks correspond to protrusive activity localized
at different place in the cell, the global organization of the actin cytoskeleton necessary for
cell motility is subjected to this 9-sec periodic activity. The 9-sec time period evidenced in
this work is not the only characteristic time describing cell activity. Protrusion activity peaks
are indeed often grouped into clusters, corresponding to discrete rise of activity observed

during spreading and motility (Shenderov and Sheetz, 1997).

The origin of this 9-sec time period remains mysterious. Within our experimental
limits, it is independent of cell morphology, substrate adhesiveness and a 100-fold change in

extracellular calcium concentration. A calcium oscillator is therefore very unlikely to be
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involved. Since oscillations are observed from the beginning of spreading, and last during the
motility phase, it is unlikely that they are due to periodic increases in membrane tension. Two
observations give some clues about its origin. First, the periodic activity seems to be set by
the contact with the substrate, at least in the presence of 500 uM calcium concentration.
Second, it is slightly slowed down when actin polymerization is partly inhibited. It is
therefore possible that the intermittent movement of the cell margin corresponds to activation
and desactivation of adhesion receptors controlling local actin polymerization. Actin
polymerization at the cell margin would in return trigger adhesion receptor activation, starting
a new cycle. Lowering the actin polymerization rate would thus extend the duration of this

cycle.

Extracellular calcium stimulates spreading by allowing several protrusions to rise and

grow simultaneously

Raising the calcium concentration hundred-fold increases the initial rate of protrusion
activity 1.6-fold (Fig.5), but does neither change the rate of retraction activity, nor modify the
frequency of protrusion fluctuations. In addition, the amount of cytochalasin required to fully
inhibit spreading is 2-fold larger at 500 pM than at 5 uM calcium concentration (data not
shown). This suggests that in the presence of high calcium concentration, more actin filament
barbed ends are present, resulting in an increase in protrusion activity. However, this does not
mean that protrusion activity intrinsically increases, since calcium affects the spreading rate o
in a manner that depends on spreading directionality. At a high spreading directionality index,
when protrusions mainly extend in a single direction, cells indeed spread slightly faster at 500
uM than at 5 uM calcium concentration. In contrast, at a low spreading directionality index,
when protrusions extend in several directions, cells spread 3 to 5 times faster at high calcium
(Fig. 6E). As exemplified on Fig. 6B, this faster rate is explained by the presence of
simultaneous pseudopods, whose contributions sum and speed up spreading. Thus, the
average activity of individual pseudopods does not change with the external calcium
concentration, but the probability is higher for two or more pseudopods to grow
simultaneously and not successively.

During chemotaxis, the activity of enzymes such as PTEN or RegA phosphatases and
Adenylyl Cyclase acaA help maintain the PIP3 gradient within the cell and prevent the
appearance of lateral pseudopods (Stepanovic et al., 2005; Wessels et al., 2007; Wessels et al.,
2000). This inhibitory signaling pathway is triggered at the front side of the motile cell upon
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activation of cAMP receptors. We similarly propose that adhesion-triggered pseudopods also
involve an inhibitory signal preventing the appearance of lateral protrusions. Extracellular
calcium would decrease this signal, allowing simultaneous pseudopods to rise and grow. This
higher protrusion activity explains how calcium mobilization enhances phagocytosis by

accelerating irreversible capture of preys (Fajardo et al., 2004).

Fache et al. reported that raising extracellular calcium concentration up to 500 uM
increases shear-flow induced cell motility 5 fold (Fache et al., 2005). Under these conditions,
calcium addition does not change the period of protrusion and retraction activity, but increase
their size (the area gained or lost during a single time period). During spreading, calcium
addition has a significantly lower effect on the level of protrusion activity (1.6 fold
stimulation), and none on retraction activity. Simultaneous pseudopod growth in the presence
of calcium is therefore insufficient to solely account for the increase in cell motility under

shear stress.

In conclusion, this work shed light on both the common and variable parts of
Dictyostelium spreading on solid surfaces. Furthermore, in the presence of high calcium
concentration, a connection seems to exist between the temporal and spatial controls of cell
spreading. This relationship needs to be further studied combining microengineered adhesion
patterns, visualization of important actin cytoskeleton proteins and gain and loss analysis of

cell-surface contact areas.
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Legends to Table 1

Table 1: Experimental parameters describing cell spreading

N: number of cells studied

Spreading kinetics parameters:

Anmax: maximum cell-substrate contact area averaged over N cells (mean + standard deviation
(s.d))

o spreading rate averaged over N cells (mean = s.d)

Parameters of the distribution of time intervals between protrusion peaks:

<At>: average time interval (mean + s.d / JN )

p: mean of the Gaussian fit (best value + fit error)

o: variance of the Gaussian fit (best value =+ fit error)

Parameters of the average cumulative protrusion and retraction activities ((dA/dt)/Amax
in sec™') and of the average spreading Kinetics after renormalizing the area to A pa,.
protrusion (1-40 sec) : slope over the first 40 sec (error < 0.0002 sec™)

protrusion (60-120 sec) : slope between 60 and 120 sec (error < 0.0002 sec™)

retraction (60-120 sec) : slope between 60 and 120 sec (error < 0.0002 sec™)

onset time of retraction: predicted by extrapolation of the steady state retraction slope

o : spreading rate determined by fitting the difference curve (Fig. 5) with Eql (best value =
fit error)

Best fits and errors on the fitting parameters are determined by least square minimization

using Kaleidagraph software.
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Table 1

Material Plain glass APS-treated glass
[Ca™'] 5uM 500puM 5uM 500puM
N cells 13 19 15 9
Amax  (pm°) 184 + 63 159 +35 190 + 92 170 £ 55
a(sec) 0.021 £0.016 0.028 +0.013 0.019 +0.006 0.021 +£0.011
<At> (sec) 85+0.3 89+0.3 83+0.3 9.6+0.5
u (sec) 6.2+£0.6 6.2+0.7 58+04 7.2+0.7
o (sec) 3.9+0.6 42+0.6 3.6+£0.3 3.8+0.7
protrusion (1-40 0.0151 0.0236 0.0140 0.0231
sec) (sec™)
protrusion (60- 0.0113 0.0116 0.0085 0.0087
120 sec) (sec™)
retraction (60- 0.0098 0.0128 0.0065 0.0067
120 sec) (sec™)
onset time of 38 £2 40 £1 42 £1 36 £2
retractions (sec)
o (sec™) 0.0158 +£0.0003 | 0.027 1+ 0.0003 | 0.0141 +0.0001 | 0.0236 + 0.0002
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Legends to figures

Figure 1 : Representative example of Dictyostelium step by step spreading

A. RICM images of a Dictyostelium cell spreading on a glass surface in the presence of
500uM CaCl,. After spreading, the cell starts moving in the direction indicated by the
arrow (T = 100sec). The asterisk in the first and last frames indicates the initial contact
point.

B.  Composite picture showing in increasing greyscale the area gained by the cell shown in
A during successive 20sec time intervals. The initial contact area appears in white.

C. Spreading kinetics of the cell shown in A: total contact area as a function of time
(circles). The solid line is a fit of experimental data with Eq.1.

D. Dynamics of cell-substrate contact areas during spreading of the cell shown in A:
gained area (thin line) and lost area (thick line) as a function of time. Arrowheads
point to significant protrusion peaks.

E.  Time occurrence of successive peaks in the kinetics of gained area shown in D. The

distribution can be linearly fitted, defining an average period of 9.6 sec.

Figure 2 : Effect of cytochalasin, latrunculin and LY294002 on Dictyostelium spreading

Initial slope of average spreading kinetics as a function of latrunculin (A), cytochalasin (B), or
LY294002 (C) concentration. Mean of 5 to 10 cells for each condition.

D Changes of cell spreading morphology upon addition of 10uM LY?294002 (LY294002-
treated) or 0.3% DMSO (control). Asterisks indicate the initial contact point. Composite
pictures show the area gained by the cells during successive 20sec time intervals in increasing

greyscale.
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Figure 3 : Statistical analysis of cell spreading dynamics

Gain and loss kinetics are recorded for 15 cells spreading on a glass surface in presence of
500uM CaCl,. For each cell, gain and loss activities (dA/dt) are normalized to the
maximum spreading area Amax.

A. Histogram of time intervals between adjacent peaks of gain activity, as determined in
Materials and Methods. The solid line represents the best fit of the experimental data
with a normal distribution (see Tablel for parameters ).

B. Average of normalized gain (protrusions) and loss (retractions) kinetics.

C. Average of normalized gain and loss kinetics after synchronisation of kinetics on the
first peak of gain activity (set at 5 sec). The statistical error is 0.0027 sec™. The

averaged time interval between the 6 first peaks is 9 + 1.7 sec.

Figure 4: Influence of extracellular calcium concentration and substrate adhesiveness on

periodic protrusion activity during spreading

Averaged normalized gain (protrusions) and loss (retractions) kinetics of D. discoideum cells
spreading on untreated (A,C) or APS-treated (B,D) glass, in the presence of high (500uM,
A,B) or low (5uM, C,D) extracellular calcium. Data are synchronised on the first peak as in
figure 3C. Arrowheads point to the significant peaks compared to statistical error (0.0027 sec”

" for the first 60 sec of the curves.

Figure 5 : Influence of extracellular calcium concentration and substrate adhesiveness

on cumulative protrusion and retraction activities during spreading

Averaged normalized gain (protrusions) and loss (retractions) activities, integrated over time
for the cells studied in Figure 4, spreading on untreated (A,C) or APS-treated (B,D) glass, in
the presence of high (500uM, A,B) or low (5uM, C,D) extracellular calcium.

The difference between integrated gain and loss activities (difference, circles) corresponds to
the average spreading kinetics under the different conditions and is fitted with Eq.1

(difference, thin line). Representative parameters are given in Table 1.

NK



tel-00193002, version 1 - 30 Nov 2007

Figure 6 : Calcium relates spreading rate and directionality

The spreading rate a, spreading angle 6 and directionality index (DI) are determined for each
cell as described in Materials and Methods. Black and white circles correspond to cells
spreading in 500uM and 5pM extracellular calcium, respectively. Data corresponding to cells

spreading on plain or APS-treated glass are pooled.

A. Representative examples of cells spreading with a large (a, c¢) or a small (b) spreading
angle 6. Composite pictures show the area gained by the cells during successive time
intervals (a: 10 sec; b and ¢ : 20 sec), up to maximum spreading. Asterisks indicate the
initial contact point.

B. Individual pseudopod kinetics of cell a (left) and cell ¢ (right). Pseudopods 1 to 4 of
cell a and 1 to 3 of cell ¢ originate from the initial contact point. The area of interest
was designed from this point as explained in Materials and Methods. Pseudopod 4 of
cell ¢ originates from the side of pseudopod 1. The area of interest for this pseudopod
was thus designed from the centroid of the fully spread pseudopod 1.

C. Spreading rate a versus spreading angle.

D. Spreading angle versus directionality index.

E. Spreading rate a versus directionality index.

Each point represent a single cell.

The representative a, ¢ and b cells are indicated by black and white arrows, respectively.
Cell a is representative for large spreading angle at 500uM CacCl,

Cell b is representative for small spreading angle at 500uM CaCl,

Cell c is representative for large spreading angle at SuM CacCl,

Movie 1: Representative movie of Dictyostelium discoideum spreading

RICM movie of a Dictyostelium cell spreading on a glass surface in the presence of 500uM
CaCl, . The scale bar corresponds to Spm.
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Supplementary material

Morphology and spreading kinetics of three cells spreading on glass in the presence of 5 pM
CaCl,. Asterisks indicate the initial contact point. Individual maximum contact areas Apax,

and spreading rate o are given in the following table:

cell 1 2 3
Amax (um”) 190 290 165
o (sec™) 0.031 0.010 0.009
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Francais

L’amibe Dictyostelium discoideum est un eucaryote unicellulaire capable de se dépkt de
se nourrir par phagocytose. Cet organisme estutiésé pour décrypter les mécanismes
moléculaires du chimiotactisme et de la motilitdlutaire. Les travaux de S.Fache au
laboratoire ont notamment montré que la motilité Rietyostelium est stimulée par une
contrainte mécanique, et que la vitesse atteimerttdu calcium extracellulaire.

Dans ce travail, nous avons étudié I'étalemenDibgyostelium sur un substrat, processus qui
peut étre apparenté a certaines étapes de la tiatdilulaire. Nous avons montré que
I'étalement deDictyostelium est un processus quasi-linéaire et anisotropeplDg, nous
avons mis en évidence des variations périodiqud&ide gagnée par les cellules dont nous
n’avons pu identifier I'origine moléculaire.

Ces travaux sur I'étalement cellulaire nous ontperde caractériser le r6le de la protéine
Phg2 dans la motilité cellulaire. Phg2 est une $@naonnue pour étre impliquée dans la
phagocytose et la motilité. Nous avons établi gng2Rcontréle la polarisation cellulaire via
son domaine de liaison aux protéines de type Riagoue également un réle dans la
polymérisation locale de I'actine via son domaiireake.

Enfin, nous avons inactivé deux genes codant gesircanaux calciques chrctyostelium,

et les études préliminaires menées semblent indiquds ne participent pas a la réponse
calcique de la motilité induite par une contrainte.

English

Dictyostelium discoideum is a unicellular eukaryote with abilites to craam surfaces and feed
on bacteria. It is widely used as a model for chiaxie and cell motility. In our laboratory,
S.Fache showed that the motility Bfctyostelium is enhanced by shear stress, and that the
maximal speed depends on extracellular calciumemnation.

In this work, we have studied the spreading of yaistelium on a surface. This process is
similar to the first step of cell motility. We has@own that Dictyostelium spreading is quasi-
linear and anisotrope. Furthermore, we have digeava periodic activity in the speed of
gain and loss area during spreading. The moleowigin of this activity is unknown.

These works on cellular spreading enable us toackerize the function of the protein Phg2
during cell motility. Phg2 is a kinase involved phagocytosis and motility. We have
established that Phg2 controls cell polarity thtougs Ras Binding Domain. Phg2 also
controls local actin polymerisation through it's\&ase domain.

Finally, we knocked out two genes coding for patralcium channels iDictyostelium.

The studies we have led with the mutant cells ssigffeat they are not involved in the
calcium response during shear stress induced ogilityr

Mots clef :

Dictyostelium discoideum, étalement, motilité, oscillations, canaux caleisju



