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> Le terme « invadosome » désigne une famille de
structures cellulaires, comprenant les podosomes
et les invadopodes, qui constituent des zones de
contactentre la membrane plasmique des cellules

et la matrice extracellulaire. Ces structures

contribuent au remodelage de la matrice grace a
unenrichissementlocalenenzymesprotéolytiques
qui dégradent ses constituants fibrillaires.
Les invadosomes, présents dans des types
cellulaires variés, contribuent a des processus
physiologiques, tels que la vascularisation, ou
pathologiques, comme I'invasion des tissus par
les cellules métastatiques. <

Les invadosomes

L'élucidation des relations entre les cellules tumorales
et leur environnement fait partie des grandes questions
qui intéressent les chercheurs travaillant sur les proces-
sus cancéreux, du fait du réle central de ces interac-
tions dans la croissance et la progression tumorale. Ces
interactions mettent en jeu de nombreuses structures
cellulaires qui, pour certaines, forment un lien méca-
nique entre les protéines de la matrice extracellulaire
(MEC) et des composants intracellulaires du cytos-
quelette. Les invadosomes en font partie. Leur labilité
les rend difficiles a étudier et a caractériser, mais leur
implication dans des processus physiologiques, tels que
la vascularisation et la résorption osseuse, ou patho-
logiques, comme I’invasion des tissus par les cellules
métastatiques tumorales, souligne les enjeux d’une
meilleure compréhension de ces structures au niveau
moléculaire, des voies qui contrdlent leur formation,
ainsi que de leurs mécanismes d’action.

Découverts dans les années 1970-1980, dans les
macrophages puis dans des fibroblastes transformés
par le virus du sarcome de Rous (v-Src), les inva-
dosomes, observés par microscopie électronique a

Vignette (© Pedro Monteiro, Cécile Gamblin et Philippe Chavrier).
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transmission, ont d’abord été décrits comme des protrusions de la
membrane plasmique présentes sur la face ventrale des cellules en
contact avec la MEC (Figure 1A). Dans les macrophages, ces struc-
tures ont été appelées podosomes, en référence a leur ressemblance
d des « pieds cellulaires » [1]. Aujourd’hui, le terme générique
« invadosome » définit une famille de structures cellulaires regrou-
pant les podosomes et les invadopodes [1]. Alors que les podosomes
se forment dans différents types cellulaires non cancéreux, ou ils
participent a des processus physiologiques, comme la résorption
osseuse par les ostéoclastes ou la formation de nouveaux vaisseaux
sanguins par les cellules endothéliales, ou encore dans des cellules
du systéme immunitaire comme les macrophages ou les mégaca-
ryocytes [2], les invadopodes sont présents uniquement dans les
cellules tumorales. Ces zones de contact entre la membrane cellu-
laire et la MEC, dont la formation dépend de la polymérisation de
I’actine, sont capables de dégrader les constituants fibrillaires de
la MEC grdce a un enrichissement local en enzymes protéolytiques.
€n accord avec ces propriétés, les invadosomes sont principalement
impliqués dans des processus de remodelage de la MEC promouvant
’adhérence, la migration et I’invasion cellulaire [1-3].

Approches techniques pour la caractérisation des invadosomes

Le développement des techniques de microscopie a fluorescence et,
notamment, I’avénement de la microscopie de trés haute résolution, a
permis des avancées majeures dans la visualisation des invadosomes.
Ces observations, complétées par les techniques de microscopie
électronique a transmission, ont rendu possible la compréhension de
I’organisation des composants protéiques des invadosomes avec une
précision de I'ordre de la dizaine de nanomeétres (nm) [4-6]. La nature
des protéines mises en jeu est déterminée soit par leur détection avec
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Figure 1. Représentation schématique de la locali-
sation des podosomes dans la cellule et de l'organi-
sation structurale d’un podosome. A. Sur un substrat
bidimensionnel, les podosomes sont localisés a la
face ventrale de la cellule, en contact avec la matrice
extracellulaire (MEC). B. Les podosomes se forment en
réponse a des signaux chimiques ou mécaniques, par
la polymérisation d’un réseau de filaments d’actine
branchés dépendant de I'activation du complexe
nucléateur d’actine, Arp2/3 (actin-related protein 2/3
complex), associé a la cortactine, pour constituer le
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des anticorps spécifiques et leur colocalisation avec des protéines
connues des structures invadosomiques, soit par des analyses biochi-
miques [4] incluant des approches globales permettant d’identifier la
majorité des protéines interagissant avec des composants invadoso-
miques connus. Ainsi, deux études récentes ont permis une description
détaillée du paysage protéique des invadopodes. La premiére a iden-
tifié, par une combinaison de techniques d’immunoprécipitation et
de spectrométrie de masse, les partenaires protéiques de la protéine
TKS5 (tyrosine kinase substrate with five SH3 domains), une protéine
dite d’échafaudage essentielle a la formation des invadopodes [7]. La
seconde étude était fondée sur une approche reposant sur la technique
de biotinylation de proximité (BiolD), utilisant également la protéine
TKS5 comme appdt. Dans ce travail, TKS5 était exprimée dans les cel-
lules cancéreuses invasives, en fusion avec la biotine ligase, BirA*!,

! La protéine BirA active la biotine, pour former le biotinyl 5’-adénylate, et la transfére aux protéines
voisines (ndlr).
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La biotinylation des protéines localisées a proximité
de TKS5 (et de BirA qui lui était associée) a permis leur
purification et leur identification par spectrométrie
de masse [8]. Enfin, depuis peu, une caractérisation a
plus grande échelle du protéome invadosomique a été
amorcée. Ainsi, le contenu protéique d’invadosomes,
collectés par microdissection au laser de fibroblastes
transformés par v-Src, a été analysé par spectrométrie
de masse, ce qui a permis I'identification de 570 pro-
téines plus abondantes dans ces structures [9].

Structure des invadosomes

Bien que partageant de nombreux composants pro-
téiques, les podosomes et les invadopodes possedent
une organisation structurale différente. Contrairement
aux podosomes, dont I"organisation est conservée (voir
ci-dessous), les invadopodes présentent une grande
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Figure 2. Représentation schématique de la diversité de localisation et d’organi-
sation des podosomes a ’échelle cellulaire. Les podosomes sont formés consti-
tutivement et localisés en périphérie cellulaire dans des macrophages statiques
en contact avec la matrice extracellulaire (MEC) (A), alors qu’ils sont localisés
au front de migration dans les cellules en mouvement (B). Dans les ostéo-

clastes, les podosomes peuvent s’assembler en rosettes (€) ou en ceinture (D).

diversité d’organisation et de forme en fonction du type cellulaire [2],
mais également de la nature et de "organisation de la MEC entourant
les cellules [1, 6, 10]. Notamment, si la structure des invadosomes a
d’abord été caractérisée dans des cellules cultivées sur une couche
de gélatine recouvrant une lamelle de verre, représentant un substrat
simplifié, rigide et bidimensionel, des études plus récentes, rendues
possibles a la fois par la diversification des modeles de MEC dispo-
nibles et par I’amélioration des techniques de microscopie, ont mon-
tré que la forme des invadosomes change dans des environnements
tridimensionnels plus complexes et plus proches des environnements
cellulaires [10]. Néanmoins, les modéles en deux et trois dimensions
(2D et 3D) de MEC restent essentiels compte tenu du fait que, dans
des contextes pathologiques, les cellules doivent interagir aussi bien
avec des substrats bidimensionnels (comme la membrane basale), que
tridimensionnels (comme un réseau 3D de fibres de collagéne de type |
représentatif du tissu interstitiel). La caractérisation des invadosomes
dans des environnements 3D reste cependant a approfondir pour arri-
ver & un niveau de compréhension similaire a celui des structures en
2D. Malgré la variabilité, on tentera de décrire ici une organisation
structurale représentative.
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Organisation structurale des podosomes

Les protrusions caractérisant les podosomes sont for-
mées par la polymérisation de I’actine induite par le
complexe Arp2/3 (actin-related protein 2/3 complex)
sous le controle d’un de ses inducteurs, la protéine WASP
(Wiskott—Aldrich syndrome protein) dans les cellules
immunitaires (ou la protéine apparentée N-WASP [N
pour neuronal] dans les autres types cellulaires) [11].
Cette cascade biochimique provoque I'auto-assemblage
d’un ensemble de filaments d’actine hautement organisé
présentant un « cceur » enrichi en un réseau de filaments
d’actine branchés. De nombreuses protéines, telles
que la cortactine ou encore la cofiline [2], toutes deux
régulant la polymérisation des filaments d’actine, ont
été détectées dans le cceur, qui est entouré d’un anneau
discontinu de protéines précédemment décrites dans des
structures adhésives, les adhé-
rences focales, comme la paxi-
line, la vinculine ou encore la
taline, ainsi que des intégrines
[2,12-14] (=).

Les intégrines sont des protéines transmembranaires qui
réalisent le lien entre les constituants de la MEC, auxquels
elles se lient, et le cytosquelette. Des protéines de signa-
lisation ayant une activité enzymatique de phosphoryla-
tion, les kinases FAK (focal adhesion kinase) [15], la PI3K
(phosphoinositide-3-kinase) [16], ou encore Src [17], sont
également associées a ces structures et contribuent a leur
régulation et a leur formation a travers la phosphorylation
de nombreux substrats clés. Par ailleurs, des filaments

(=) Voir les Syntheses de
F. Alonso et al., m/s n°® 12,
décembre 2018, page 1063,
et de €. Genot, m/s

n° 2,février 2009, page 168

latéraux d’actine non branchés assurent la jonction entre
le cceur du podosome et la structure annulaire adhésive
entourant le cceur [18]. D’autres filaments d’actine dits
«dorsaux », localisés au-dessus du cceur et de I'anneau,
peuvent relier entre eux plusieurs podosomes et former un
ensemble structural et fonctionnel a plus grande échelle
[2]. €nfin, contrairement aux invadopodes, les podosomes
possedent une « coiffe » qui chapeaute le cceur d’actine,
peut s’étendre progressivement a I’anneau, et est com-
posée de protéines régulant I'activité contractile des fila-
ments d’actomyosine contenus dans le cceur (Figure 1B).

Les podosomes présentent des tailles variables (de
0,5 a1 pum de diamétre), ainsi qu’une grande diversité
morphologique en fonction du type cellulaire. Ainsi, les
macrophages et les cellules dendritiques forment, de
maniére constitutive, de nombreux podosomes localisés
en périphérie de la cellule (Figure 2A), qui se concentrent
au front de migration quand les cellules sont en mou-
vement (Figure 2B). Dans les ostéoclastes, 'arrange-
ment des podosomes en rosettes (Figure 2C) aboutit &
Iauto-assemblage d’une « ceinture » de podosomes
(Figure 2D), qui constitue une zone de scellement, her-
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Figure 3. Représentation schématique de
la localisation et de I’organisation structu-
rale des invadopodes. Les invadopodes sont
localisés a la face ventrale de la cellule, a
proximité du noyau et en contact avec la
matrice extracellulaire (MEC). €n réponse
> a des signaux chimiques ou mécaniques, la
polymérisation de filaments d’actine bran-
chés est induite par 'activation du complexe
Arp2/3 (actin-related protein 2/3 complex)

et avec la contribution de différentes pro-

téines de signalisation incluant TKS5 (tyro-

Cytoplasme

MEC

sine kinase substrate with five SH3 domains)
et Nck-1 (NCK adaptor protein 1), des pro-
téines d’échafaudage ayant des partenaires
multiples, dont la protéine N-WASP (neuro-
nal-Wiskott—Aldrich syndrome protein), qui
active le complexe Arp2/3, et la cortactine,
qui interagit avec Arp2/3 et stabilise les
branches entre les filaments. La protéine
TKS5 (ou la protéine apparentée TKS4) inte-
ragit avec le PI (3,4) P2 (phosphoinositide-
3,4-biphosphate) dans le feuillet interne de
la membrane plasmique via son domaine PX
(phox homology). Des filaments d’actine
non branchés sont également présents dans
la structure, correspondant vraisemblable-
ment a I’intervention de protéines de la

famille des formines. Comme les podosomes,

les invadopodes remodelent la MEC grace a
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qui est sécrétée par exocytose au niveau des
invadopodes par un trafic vésiculaire impli-

quant des endolysosomes.

métique, dans laquelle se déversent, par exocytose, les protéases qui
dégradent la matrice osseuse. Enfin, dans les cellules endothéliales, la
formation des podosomes dépend d’une induction par un signal, comme
le TGF-P (transforming growth factor beta). Dans ces cellules, les podo-
somes sont interconnectés et forment des rosettes, stables au cours du
temps, qui sont impliquées dans le remodelage matriciel accompagnant
la néovascularisation [2, 19].

Organisation structurale des invadopodes

Alors que la structure complexe des podosomes s’avere relativement
stéréotypée, celle des invadopodes est plus simple et moins organi-
sée. Les invadopodes sont également variables dans leur dimension
et leur forme. Sur un substrat 2D, comme la gélatine (qui correspond

m/s n® 6-7, vol. 40, juin-juillet 2024

a du collageéne de type | dénaturé), les invadopodes
adoptent un aspect ponctiforme (Figures 3A,B et Figures
4A,B) et sont formés de filaments d’actine qui se poly-
mérisent grace au complexe nucléateur de I'actine
Arp2/3, a la suite de son activation par des protéines
régulatrices, telles que la protéine liant le guanosine
triphosphate (GTP), CDC42 (cell division cycle 42), son
facteur d’échange nucléotidique, FGD1 (FYVE, RhoGEF
and PH domain containing 1), et la protéine effectrice
N-WASP, qui est capable d’activer le complexe Arp2/3. A
noter que sur un substrat 3D plus complexe, composé de
fibres de collagéne de type | (le composant principal du
tissu interstitiel), I'invadopode n’est pas ponctiforme,
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morphologie des invado-
podes en fonction du subs-
trat. (A, B) Sur un substrat
bidimensionnel de gélatine
(représentant une matrice
extracellulaire [MEC] ultra-
simplifiée), il est possible
de visualiser I'activité pro-
téolytique des invadopodes
par la disparition du signal
fluorescent associé a la
gélatine. La visualisation
des invadopodes dégradant
la MEC nécessite un immu-
nomarquage d’un marqueur
d’invadopode, comme la
cortactine ou, comme dans
la figure, la protéine TKS5
(tyrosine kinase substrate
with five SH3 domains) (B).
(€, D). Lorsque les cellules
invasives sont au contact
d’un substrat plus physio-
logique, ici un réseau de
collagene de type | fibril-

laire, les invadopodes se

forment en association

avec les fibres de collageéne et adoptent une morphologie linéaire. Grace a la combinaison de leur activité dégradative et de la force appliquée par

I’invadopode directement sur la fibre de collagéne, les fibres de collagéne se courbent (le réseau d’actine branché de I'invadopode étant localisé

au niveau de la face concave de la fibre). La force de poussée produite par I'invadopode et transmise a la fibre de collagéne résulte de la poly-

mérisation des filaments d’actine branchés dans les invadopodes. Les invadopodes linéaires sont également visualisés par immunomarquage de

protéines spécifiques, comme TKS5, les fibres de collagéne étant marquées grdce a un fluorophore (D).

mais se développe de fagon linéaire et étroitement associée a la fibre
de collagéne au contact de la membrane cellulaire [1, 6, 20]. Une
étude récente, utilisant une technique de microscopie électronique
sur réplique de platine, a montré que I'actine branchée s’accumule au
contact de la membrane plasmique en association avec la fibre de col-
lageéne qui est courbée par I'action de I'invadopode [6] (Figures 4C,D).
Enfin, comparés aux podosomes, les invadopodes ont un temps de vie
plus long : de I'ordre de la minute pour les podosomes et de I’heure
pour les invadopodes [1].

Formation, stabilisation et désassemblage des invadosomes

Un modeéle du cycle de vie des invadosomes a été proposé. Selon ce
modeéle, la dynamique des invadosomes peut étre décomposée en
plusieurs étapes : initiation et formation, maturation et enfin désas-
semblage (Figure 5).
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Initiation et formation

Linitiation (Figure 54) se produit a I’interface entre la
cellule et la MEC, et est induite par différentes voies
de signalisation. Des facteurs de croissance, comme le
TGF-P, I’EGF (epidermal growth factor), le PDGF (plate-
let-derived growth factor) ou le VEGF (vascular endo-
thelial growth factor), sont suffisants pour déclen-
cher la formation d’invadosomes [2, 21]. Les signaux
déclenchés par ces facteurs de croissance se combinent
a des signaux de position impliquant des récepteurs qui
se lient directement a certains composants de la MEC,
comme les intégrines ou encore le récepteur du colla-
géne, DDRI (discoidin domain receptor 1) [6, 12]. Par
exemple, il a été montré que le complexe d’intégrines
o3 est nécessaire pour la formation et la fonction
des podosomes dans les ostéoclastes [22]. De méme,
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Figure 5. Cycle de vie simplifié d’un invadosome. La
premiére étape de la formation d’un invadosome est
I’initiation A. Suite a la réception de signaux chimiques
(des facteurs de croissance) et mécaniques (un signal
d’attachement a la matrice par des récepteurs comme

les intégrines, le récepteur du collagéne DDRI (discoi-

- | .
3| LI

din domain receptor 1) ou encore certaines enzymes
protéolytiques transmembranaires), des voies de
signalisation sont activées mettant en jeu des pro-

MEC téines, comme la PI3K (phosphoinositide-3-kinase)

@)

Polymérisation
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(1) qui induit la formation de microdomaines riches
en phosphoinositides a la membrane plasmique (2), ce
qui favorise I'interaction de protéines d’échafaudage
comme TKS5 (tyrosine kinase substrate with five SH3
domains) (3) via leur domaine PX (phox homology)
avec la membrane plasmique au site d’initiation.
TKS5 va alors favoriser le recrutement de la protéine
liant le GTP, CDC42 (4), permettant le recrutement et
I’activation de la machinerie de polymérisation de

I’actine (5). La formation B. de I'invadosome com-

2
\c - ) Invadopode

mence par la polymérisation de 'actine sous forme

d’un réseau branché qui induit la protrusion. Pour les

podosomes, les formines FHOD1 (formin homology 2
domain containing 1) et INF2 (inverted formin 2) sont
activées et entrafnent la formation de filaments laté-
raux et dorsaux d’actine non branchés. Des enzymes
protéolytiques transmembranaires sont recrutées et
des enzymes protéolytiques peuvent également étre
sécrétées, ce qui confére a la structure son activité
dégradative. U'ensemble de ces processus conduit a

la formation d’une structure mature qui remodéle la

matrice extracellulaire (MEC) (C). Le désassemblage
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Pattachement du complexe d’intégrines a5l & la fibronectine, com-
posant essentiel de la MEC, est un signal induisant la formation des
invadopodes [23]. €tonnament, la protéase matricielle, MT1-MMP
(membrane type 1-matrix metalloproteinase), produit du géne MMPI14,
effecteur central de 'activité de dégradation de la MEC des invado-
somes, s’avére également nécessaire a la formation des invadosomes
et peut contrdler leur dynamique [6]. €n effet, apreés la dissolution
des podosomes, des Tlots de MT1-MMP subsistant dans la membrane
plasmique servent de sites de reformation pour de nouvelles structures
[24]. De plus, "exposition de MT1-MMP & la membrane plasmique, y
compris d’une forme mutée inactive de la protéine, est requise pour la
formation des invadopodes induite par le collagene de type | fibrillaire
[6]. La réception de ces signaux initiateurs conduit a I’activation de
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différentes cascades de signalisation impliquant des
kinases, telles que PI3K ou Src, et qui convergent vers
une cascade de signalisation centrée sur la petite pro-
téine G, CDC42, permettant le recrutement d’effecteurs
favorisant directement la polymérisation de 'actine,
comme les protéines apparentées WASP/N-WASP et
le complexe Arp2/3 [2, 21] (Figure 5B). 'absence de
CDC42, I'expression d’une forme mutante dominante
négative ou encore la perte d’expression de FGD1, fac-
teur d’échange nucléotidique contrélant I'activation
de CDC42, conduisent a inhibition de la formation
des invadopodes. €n outre, I'activation de la kinase
Src conduit a la phosphorylation d’un résidu tyrosine



de la cortactine [23], une protéine qui se lie aux filaments d’actine
branchés, ce qui permet le recrutement de la protéine adaptatrice
Nck-1 (NCK adaptor protein 1), de N-WASP, du complexe Arp2/3 et
de la cofiline [11, 25], des protéines qui amplifient la polymérisation
d’actine branchée et la formation des invadosomes. €nfin, un autre
acteur du remodelage du réseau de filaments d’actine branchés, la
coronine 1C, est essentiel pour la formation des invadopodes. Son
niveau d’expression a d’ailleurs été corrélé a 'agressivité de tumeurs
mammaires invasives [26]. Cette polymérisation d’actine branchée
constitue I’étape d’initiation durant laquelle est formé un précurseur
de Iinvadopode. Néanmoins, ce dernier est tres instable et ne suffit
pas pour former une structure dégradative « mature ». La formation
d’un invadosome fonctionnel requiert donc une étape additionnelle de
maturation.

Maturation des invadosomes

La stabilisation des invadosomes requiert des protéines d’échafau-
dage, telles que TKS5 et TKS4, dont le recrutement précede I"accumu-
lation des protéases. L'absence de TKS5 conduit a ’inhibition de la
formation des invadopodes ainsi qu’a une réduction de la dégradation
de la MEC. La perte d’expression de TKS4 a les mémes conséquences,
mais moins prononcées [27, 28].

A la suite de I’engagement des récepteurs matriciels (intégrines,
DDR, MT1-MMP, etc.), "activation initiale de la PI3K et de I"inositol
5-phosphatase SHIP (Src homology 2 domain-containing inositol
phosphatase) conduit a "augmentation de la quantité de certains
phosphoinositides dans la membrane plasmique, en particulier le
phosphoinositide-3,4-biphosphate (Pl (3,4) P,) [2]. TKS5 s’associe
d ces domaines enrichis en Pl (3,4) P,via son domaine PX (phox
homology)?, et s’accumule ainsi au niveau du site d’initiation des
invadosomes dans la membrane plasmique. TKS5 est une protéine
d’échafaudage qui interagit, via ses cinqg domaines SH3 (src homo-
logy 3)%, avec différentes protéines essentielles a la formation
des invadopodes, telles que FGD1, N-WASP et Nck-1, favorisant
I’activation de CDC42 et du complexe Arp2/3, induisant la polymé-
risation du réseau de filaments d’actine branchés constitutifs de
I’invadosome [7, 29].

Pour les podosomes, la stabilisation de la structure s’accompagne de
I’activation des formines* FHOD1 (formin homology 2 domain contai-
ning 1) et INF2 (inverted formin 2), conduisant, respectivement, a la
polymérisation des filaments d’actine non branchés latéraux et dor-
saux [30]. Comme pour les podosomes, la maturation des invadosomes
est associée a Iacquisition de leur activité dégradative via le recru-
tement local de métalloprotéases matricielles transmembranaires,
comme MT1-MMP, ou sécrétées, comme MMP2 et MMPY, ainsi que de
protéines de la famille des ADAM (a disintegrin and metalloprotease),
de protéases a sérine, et de cathepsines (cathepsine B) [2, 3]. Ces
enzymes protéolytiques pouvant cliver une grande diversité de subs-

? Domaine de liaison au phosphoinositide (ndIr).
¥ Domaine qui reconnaft les régions protéiques riches en proline (ndlr).

* Les formines jouent un rdle majeur dans la mise en place du réseau d’actine (ndlr).
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trats, elles conferent aux invadosomes la capacité de
remodeler différents constituants de la MEC, incluant le
collagéne IV composant majoritaire de la lame basale,
et le collagene I, composant du tissu interstitiel et
du stroma, ainsi que d’autres composants de la MEC
(fibronectine, laminine, entactine, élastine, autres iso-
formes du collageéne, etc.) [31] (Figure 5C).

Désassemblage des invadosomes

Contrairement aux étapes d’initiation et de maturation,
le désassemblage des invadosomes demeure peu étu-
dié. Il est probablement lié a la dégradation de la MEC
et a la diminution progressive des stimulus induisant
les voies de signalisation contrdlant la polymérisation
de I’actine, notamment des protéines appartenant a la
famille des GTPases Rho. Dans les invadopodes, RhoG,
une protéine liant le GTP associée au remodelage du
cytosquelette d’actine, est impliquée dans la désta-
bilisation des invadopodes, et son absence conduit a
’augmentation du nombre d’invadopodes formés ainsi
que de leur durée de vie [32]. De méme, I'activation
d’une autre GTPase Rho, Racl, conduit a la phospho-
rylation de la cortactine via la kinase PAK1 (P21-acti-
vated kinase 1), ce qui provoque la déstabilisation
et le désassemblage du cytosquelette d’actine et de
Pinvadopode [33].

Dans les podosomes, la stimulation de la voie RhoA-ROCK
conduit a I’activation de la myosine Il. 'augmentation de
la contractilité qui s’ensuit, conduit a la dissolution de la
structure podosomique [18, 34].

Régulation mécanosensible de la formation

des invadosomes

La formation des invadosomes dépend de signaux méca-
niques d’attachement a la MEC. Il a été récemment mon-
tré que des interactions existent entre les invadopodes et
les cavéoles, un type de structures mécanosensibles qui
correspond a des petites invaginations membranaires.
Invadopodes et cavéoles sont localisés a proximité I'un
de I'autre en association avec les fibres de collagene I.
Par ailleurs, la perte d’expression des composants essen-
tiels a la formation des cavéoles (cavéoline-1, cavine-1
et EHD2 [EH-domain containing 2]) induit une réduction
du nombre d’invadopodes formés ainsi que de leur acti-
vité [35].

La formation des invadosomes est également dépen-
dante des caractéristiques physiques du substrat.
€n plus de I"influence de la topologie sur leur forme,
la rigidité de la MEC participe au controle de leur
formation. Des études menées avec des substrats
de rigidités différentes ont montré qu’une rigi-
dité plus grande favorise le nombre et "activité
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des invadosomes, et augmente leur temps de vie [36-39]. Cette
observation interpelle car dans le cadre du cancer, la progression
tumorale s’accompagne d’une réaction desmoplasique incluant
une augmentation de la synthése de MEC, ainsi que sa rigidifica-
tion du fait de nombreux pontages moléculaires entre les protéines
matricielles.

Enfin, certaines des voies mécanosensibles, contrélant la for-
mation des invadosomes et leur activité nécessitent un couplage
mécanique avec le noyau cellulaire. €n effet, lorsque la MEC exerce
des contraintes mécaniques sur les cellules et sur leur noyau,
organelle cellulaire la plus volumineuse et relativement rigide, les
cellules tumorales présentent une dégradation des invadopodes
accrue qui, pour sa mise en place, implique une série de protéines
assurant un lien mécanique entre noyau, cytosquelette et centro-
some [40, 41].

Contextes physiopathologiques de I’activité des invadosomes

Les invadosomes produisent une force sur la MEC inhérente

au remodelage matriciel

La formation des invadosomes conduit a la production localisée
de forces par la cellule, qui déforment la membrane plasmique et
sont transmises @ la MEC environnante. Ces forces découlent de
I’action conjointe de la polymérisation et de I’élongation de fila-
ments d’actine formant un réseau branché qui s’appuie contre la
membrane et produit une force protrusive orientée en direction des
fibres de la MEC. Dans le cas des podosomes, des protéines d’adhé-
rence, situées dans I’anneau en périphérie du cceur, stabilisent
I’ensemble en appliquant une force de traction radiale [5, 42]. La
force totale produite par cette structure, de I'ordre de plusieurs
piconewtons (pN) [5], permet au cceur du podosome de rester en
contact étroit avec la MEC, permettant sa dégradation prolongée
et en profondeur par les enzymes protéolytiques. Enfin, alors que
les podosomes dégradent la MEC sur de larges étendues, mais de
maniére peu prononcée, les invadopodes, bien que présents en plus
petit nombre, induisent une dégradation localisée, mais plus forte,
grdce a leur temps de vie plus long [2].

Mise en évidence expérimentale de ’activité dégradative

des invadosomes

Lactivité dégradative des invadosomes est classiquement mise en
évidence par la culture des cellules sur une fine couche de géla-
tine fluorescente, la dégradation de ce substrat se traduisant par
I’apparition de zones sombres dues a la perte de signal fluorescent.
La quantification de ces plages sombres constitue une mesure de
’activité des invadopodes (ou des podosomes). D’autres tech-
niques ont été développées, permettant également de mettre en
évidence et de quantifier la dégradation de la matrice dans un
contexte plus physiologique, lorsque les cellules sont cultivées
au contact d’un réseau de fibres de collageéne I. Le clivage des
fibres de collagene par MTI-MMP autour des invadosomes peut étre
détecté par immunomarquage avec un anticorps reconnaissant un
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néoépitope (Coll-3/4C)° de la molécule de collagéne
de type | aprés son clivage protéolytique [4, 10].

Fonctions physiologiques et maladies associées aux
invadosomes

La capacité des invadosomes a remodeler la MEC est au
ceeur de leurs nombreuses fonctions physiopathologiques,
notamment en relation avec la migration et 'invasion cel-
lulaires. Cette relation peut étre mise en évidence lorsque
des composants essentiels des invadosomes voient leur
activité perturbée, comme c’est le cas dans le syndrome
de Wiskott-Aldrich caractérisé par un déficit plaquet-
taire, des diarrhées sanglantes, de 'eczéma ainsi qu’une
déficience immunitaire. Ce phénotype trouve son origine
dans une mutation affectant le géne codant la protéine
podosomique WASP, dans les cellules de la lignée héma-
topoiétique [43]. Cette mutation de WASP provoque une
altération de la formation des podosomes dans les macro-
phages et une inhibition de la capacité de ces cellules a
migrer et @ patrouiller dans les tissus en réponse a des
signaux chimiotactiques, causant une forme d’immuno-
déficience [44]. Une réversion de ce phénotype est pos-
sible par réexpression de la protéine WASP chez des souris
mutantes présentant le phénotype d’immunodéficience
par invalidation du géne Was [45].

La perte d’expression des protéines apparentées, TKS4
ou TKS5, conduit a PPapparition du syndrome de Frank-
Ter Haar se traduisant par des malformations crdnio-
faciales, cardiovasculaires et oculaires. Dans des
modeles de poisson-zeébre ou de souris présentant un
défaut d’expression de ces protéines invadosomiques,
une altération des propriétés migratoires des cellules des
crétes neurales au cours du développement embryonnaire
est a 'origine des déformations observées [46, 47].

Dans le contexte pathologique du cancer, les invadopodes
ont été documentés dans différentes lignées de cellules
cancéreuses issues de tumeurs de la vessie, colorectales,
de la prostate, du sein et de la peau [48]. Récemment, ces
structures ont également été observées dans des cellules
obtenues & partir de tumeurs primaires [49]. La surex-
pression des protéines des invadopodes, comme MT1-MMP,
la cortactine ou TKS5, constitue un facteur de mauvais
pronostic chez les patients [50, 51]. Les invadopodes sont
impliqués dans toutes les étapes de la cascade métasta-
tique [52]. Notamment, dans les cancers du sein, une élé-
vation des niveaux d’expression de MT1-MMP est corrélée a
I’évolution in situ des carcinomes, de non invasifs vers des
lésions cancéreuses invasives [53].

Outre les processus impliquant la migration et I'inva-
sion cellulaire, les invadosomes sont impliqués dans

¥ Collagen type 1 (3/4 fragment) C-terminal cleavage site.



les mécanismes d’angiogenese, les podosomes formés par les cellules
endothéliales des vaisseaux sanguins contribuant a la dégradation de
la membrane basale et favorisant la formation de nouveaux vaisseaux
sanguins [54]. Les invadosomes participent également & la matura-
tion des jonctions neuromusculaires, en permettant un agencement
particulier des récepteurs de I’acétylcholine a la membrane des myo-
tubes, et en facilitant la croissance au travers de la MEC, des neurites
formés par le motoneurone [55, 56]. Les invadosomes pourraient éga-
lement étre impliqués dans le processus de présentation de I’antigéne
au cours de la réponse immunitaire. Uinternalisation de I'antigéne
par les cellules dendritiques semble en effet dépendre de la capacité
de ces cellules a former des podosomes fonctionnels. Par ailleurs, les
récepteurs de type PRR (pattern recognition receptor) des cellules de
Pimmunité innée, comme les cellules dendritiques, se localisent pres
de structures assimilables a des podosomes [3, 57].

Visualisation des invadosomes in vivo

Bien que leur importance physiologique soit démontrée, I'observation des
invadosomes in vivo est rendue difficile par leur petite taille et leur durée
de vie limitée. Néanmoins, la détection de marqueurs des invadosomes
comme TKS5 sur des coupes histologiques de tumeurs de patients consti-
tue un argument de poids en faveur de leur existence in vivo [49, 58]. Ces
observations ont été confirmées grdce aux avancées réalisées dans les
techniques de microscopie et dans les outils moléculaires issus du génie
génétique. Notamment, I'utilisation de la microscopie intravitale a permis
de visualiser les cellules tumorales exprimant un marqueur d’invadosome,
comme la coronine-1C (couplée & la protéine fluorescente GFP [green
fluorescent protein]), in situ dans des xenogreffes de tumeurs mammaires
injectées orthotopiquement® & des souris. Ces expériences ont montré la
formation de structures protrusives au front de migration des cellules
tumorales invasives ainsi que leur proximité avec la MEC de collagene |
et leur implication dans sa dégradation [26]. La généralisation de telles
études in vivo devrait participer a terme au développement de nouvelles
thérapies.

Conclusion et possibilités d’intervention thérapeutique

Les podosomes et les invadopodes sont des structures cellulaires permet-
tant le remodelage de la MEC, qui partagent de nombreuses similitudes
structurales. Leur plasticité rend difficile leur caractérisation complete,
et des informations manquent encore quant a leur comportement et a leur
activité dans des cellules dans leur environnement naturel, tridimension-
nel in vivo. La diversité des fonctions des invadosomes justifie la poursuite
de programmes de recherche approfondie concernant ces structures dans
I’espoir de trouver de nouvelles pistes thérapeutiques. Dans le contexte
du cancer, le développement de médicaments ciblant spécifiquement les
invadopodes devrait permettre de réduire le processus de dissémination
métastatique. Des essais cliniques anciens portant sur des inhibiteurs de
MMP, pourtant essentielles a la fonction des invadosomes, n’ont cependant

¢ Dans le tissu mammaire (ndlr).
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pas abouti aux résultats escomptés, les inhibiteurs testés
étant peu spécifiques et les tumeurs ayant été traitées a
des stades avancés. De nouvelles recherches sont en cours
afin d’identifier des petites molécules inhibitrices de la
formation et de I'activité des invadosomes et ont d’ores
et déja conduit a Iidentification de molécules inhibitrices
prometteuses [59].0

SUMMARY

Formation, organization and function of invadosomes
in cell motility and tumor invasion

Invadosome is an umbrella term used to describe a family
of cellular structures including podosomes and invadopo-
dia. They serve as contact zones between the cell plasma
membrane and extracellular matrix, contributing to matrix
remodeling by locally enriched proteolytic enzymes.
Invadosomes, which are actin-dependent, are implicated
in cellular processes promoting adhesion, migration, and
invasion. Invadosomes, which exist in various cell types,
play crucial roles in physiological phenomena such as
vascularization and bone resorption. Invadosomes are also
implicated in pathological processes such as matrix tissue
remodeling during metastatic tumor cell invasion. This
review summarizes basic information and recent advances
about mechanisms underlying podosome and invadopodia
formation, their organization and function.¢
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