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Préambule 
 

La mortalité liée au cancer est principalement associée à la progression de la maladie et à la 

formation de métastases secondaires, compétence acquise par les cellules cancéreuses au 

cours du développement tumoral parmi les dix grandes altérations impliquées dans la 

progression de la maladie (Hanahan, 2011 ; Lambert, 2017) (Figure 1). Les mécanismes 

responsables de la formation des métastases depuis l’invasion des cellules à partir de la 

tumeur primaire, la dissémination métastatique, jusqu’à la colonisation des organes 

secondaires sont multiples et complexes (Chambers, 2002). Des cellules tumorales circulantes 

(CTC) ont été retrouvées associées à la dissémination métastatique dans les systèmes 

circulatoires (Parkinson, 2012 ; Massagué et Obenauf, 2016 ; Castro-Giner, 2020). Ces cellules 

disséminées, peuvent être retrouvées dans la circulation sous différentes formes, notamment 

sous forme de clusters qui présentent un intérêt clinique majeur en raison de leur potentiel 

métastatique élevé (Aceto, 2014 ; Hong, 2016) et de leur valeur prédictive et pronostic de 

l’évolution du cancer (Jansson, 2016 ; Wang, 2017). Ainsi, la compréhension des mécanismes 

impliqués dans la formation de ces clusters de cellules circulantes peut contribuer à 

l'identification de nouvelles voies thérapeutiques.  

 

Plusieurs stratégies thérapeutiques anti-tumorales visent à corriger ces altérations et arrêter 

la prolifération des cellules cancéreuses par le ciblage des éléments régulateurs du cycle 

cellulaire (Vermeulen, 2003 ; Lapenna, 2009). 

 

Dans ce contexte, l'objectif des travaux présentés dans ce manuscrit a été d'étudier les 

relations entre la progression dans le cycle cellulaire et les capacités des cellules tumorales à 

agréger pour former des clusters in vitro. 
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Dans cette introduction, nous aborderons dans une première partie les mécanismes 

responsables de la formation des métastases avec un intérêt particulier pour la formation de 

clusters de cellules tumorales circulantes (CTC). Par ailleurs, nous mettrons en lumière 

l’importance des processus agrégatifs et les approches expérimentales permettant 

d’apprécier la formation de clusters. Dans une deuxième partie, nous nous attacherons tout 

d’abord à décrire le cycle cellulaire et sa régulation avec une focalisation sur la progression en 

G1 et le déroulement de la mitose, deux phases du cycle cellulaire ciblées par les thérapies 

anti-cancéreuses. Dans cette même partie, nous présenterons le rôle des jonctions 

intercellulaires, impliquées dans la régulation de la formation des clusters, au cours de la 

progression des cellules dans le cycle cellulaire. 
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Partie 1 : Métastases, clusters de CTC et agrégation cellulaire 
 
I. La formation de métastases, un processus multi-étapes  

 

La formation de métastases est un processus dynamique comportant plusieurs étapes 

aboutissant à la formation de nouvelles lésions malignes (Figure 2). Elle est tout d’abord initiée 

par l’invasion des cellules à partir de la tumeur primaire qui peuvent se détacher sous forme 

individuelle, après avoir effectué un changement phénotypique appelé transition épithélio-

mésenchymateuse (EMT), ou via la migration de groupes de cellules formant des unités 

cohésives. Ces deux modes de détachement des cellules seront détaillés dans la partie suivante. 

L’invasion locale se traduit alors par l’entrée des cellules cancéreuses dans le stroma tumoral 

environnant puis dans le parenchyme sain adjacent. Pour envahir le stroma, les cellules 

tumorales doivent dans un premier temps franchir la lame basale, une matrice extra-cellulaire 

(MEC) spécialisée qui joue un rôle primordial dans l’organisation des tissus épithéliaux. La 

dégradation de cette membrane permet la libération de molécules impliquées dans la 

modulation de signaux de transduction au sein des cellules cancéreuses conduisant à 

l’altération de la polarité cellulaire, de la prolifération, de leur capacité d’invasion et de leur 

survie (Bissell, 2011 ; Valastyan, 2011). 

 

Suite à leur invasion dans le tissu environnant la tumeur primaire, les cellules tumorales 

rejoignent la circulation par intravasation à travers les parois de l’endothélium des vaisseaux. 

Cependant, des travaux récents ont montré que l’intravasation intratumorale n’était pas 

forcément précédée de l’invasion locale et qu’elle pouvait avoir lieu en parallèle ou de manière 

indépendante à l’invasion du stroma adjacent par les cellules tumorales (Deryugina, 2017). Par 

ailleurs, pour une grande majorité des tumeurs solides, la nécessité d’approvisionnement en 

nutriments et en oxygène conduit au développement de nouveaux vaisseaux. Ce phénomène 

appelé néo-angiogenèse, permet aux cellules cancéreuses ayant quitté la masse tumorale 

d’entrer plus facilement dans la lumière des vaisseaux sanguins ou lymphatiques (Chambers, 

2002). À l’inverse des vaisseaux présents dans les tissus normaux, cette néovasculature, dont 

la formation est induite par les cellules cancéreuses, est composée de cellules endothéliales 

adjacentes dont les interactions sont plus faibles, permettant ainsi de faciliter le passage des 

cellules malignes (Carmeliet, 2011).  
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D’autres changements moléculaires promeuvent également la capacité des cellules tumorales 

à passer entre les péricytes et les cellules endothéliales formant les vaisseaux, comme la 

sécrétion de la cytokine TGFb et d’EGF (Giampieri, 2009 ; Wyckoff, 2007). Néanmoins, toutes 

les tumeurs solides ne nécessitent pas la formation de nouveaux vaisseaux pour que les cellules 

qui s’en échappent effectuent l’intravasation et certaines d’entre elles sont dîtes non-

angiogéniques (Donnem, 2018). 

 

Les cellules cancéreuses étant parvenues à rejoindre la lumière des vaisseaux peuvent se 

disséminer par les circulations artérielle et veineuse où elles circulent sous forme de cellules 

tumorales circulantes (CTC) identifiées dans la plupart des cancers épithéliaux incluant les 

cancers de la tête et du cou (Nichols, 2012), pulmonaires (O’Flaherty, 2012), gastro-intestinaux 

(Takeuchi, 2010) et mammaires (Swaby, 2011). Les cellules tumorales circulantes sont 

retrouvées sous forme de cellules individuelles ou associées au sein de clusters ou micro-

emboles pouvant intégrer des éléments non tumoraux (Hong, 2016). Des technologies récentes 

ont été développées pour faciliter leur détection dans la circulation sanguine des patients 

(Pantel, 2008 ; Stott, 2010) permettant ainsi de mieux définir leur origine et leur potentiel 

métastatique. Dans les parties suivantes, nous détaillerons plus spécifiquement les 

caractéristiques biologiques et cliniques des clusters de CTC. 

 

Le passage des cellules cancéreuses circulantes vers un site anatomique distinct comporte 

plusieurs obstacles. Tout d’abord, il existe des contraintes physiques associées à la survie dans 

les systèmes circulatoires qui incluent le faible attachement à un substrat, la présence du flux 

hydrodynamique et les contraintes de cisaillement (Headley, 2016). Les cellules cancéreuses 

sont également plus vulnérables aux attaques du système immunitaire, notamment par celles 

des Natural Killer (NK) qui conduisent à leur élimination rapide. Néanmoins, certaines 

interactions entre les CTC et d’autres types cellulaires présents dans la circulation, tels que les 

plaquettes, les polynucléaires neutrophiles, les macrophages et les cellules endothéliales, 

contribuent à faciliter leur transit et leur extravasation vers des organes distants grâce à une 

migration trans-endothéliale (TEM) (Lambert, 2017). Dans certains cas, la TEM n’est pas requise 

et les cellules cancéreuses prolifèrent au sein des vaisseaux sanguins conduisant à la croissance 

de colonies intraluminales qui finissent par rompre les parois endothéliales leur permettant un 

accès direct au parenchyme tissulaire (Al-Mehdi, 2000). Un autre mécanisme a récemment été 
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décrit, dans lequel les cellules tumorales réalisent une extravasion et génèrent ensuite des 

métastases via l’induction d’une nécrose des cellules endothéliales (Strilic, 2016). 

 

De manière générale, la colonisation métastatique n’est pas seulement guidée par la 

dynamique du flux circulatoire et intervient de manière spécifique à certains organes (Fidler et 

Nicolson, 1976). Cette spécificité peut s’attribuer à la fois aux propriétés des cellules 

cancéreuses, dont la taille peut s’avérer être un critère limitant pour progresser dans certains 

capillaires de faible diamètre, ainsi qu’aux facteurs présents dans le microenvironnement de 

l’organe colonisé (Fidler, 2003 ; Allen et Jones, 2011).  

 

Pour former des métastases, les cellules cancéreuses extravasées doivent survivre dans un 

nouveau microenvironnement différent du premier site de formation de la tumeur primaire. 

Ces différences incluent les cellules stromales, les constituants de la MEC, la disponibilité des 

facteurs de croissance et des cytokines, et l’architecture du tissu lui-même (Valastyan, 2011). 

Ainsi, alors qu’un nombre important de cellules issues de la tumeur primaire accède à la 

circulation, seule une très faible proportion donne lieu à la formation de métastases. La 

principale cause de ce phénomène est attribuée à l’apoptose des cellules tumorales à leur 

arrivée au niveau de l’organe secondaire (Luzzi, 1998 ; Chambers, 2000 ; Wong, 2001). Pour 

pallier ce phénomène, les cellules cancéreuses peuvent établir des niches pré-métastatiques 

induites en premier lieu par la sécrétion de facteurs systémiques à partir de la tumeur primaire, 

induisant ainsi une surexpression de fibronectine de manière organe-spécifique. Cela est 

permis grâce à la mobilisation de progéniteurs cellulaires hématopoïétiques à partir de la 

moelle osseuse vers les futurs sites de formation des métastases qui modifient ensuite le 

microenvironnement local en sécrétant des facteurs permettant de stimuler plusieurs 

intégrines ainsi que la libération de molécules présentes dans la MEC et responsables de la 

chimio-attraction des cellules cancéreuses (Psaila, 2009 ; Peinado, 2017). Ces prédispositions 

permettent de convertir des microenvironnements distants en des sites plus propices à 

l’installation future des cellules cancéreuses disséminées.  
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Au sein de ces niches métastatiques, les cellules tumorales disséminées peuvent s’établir 

pendant plusieurs mois, années ou même décennies dans un état de dormance. Ce statut 

spécifique est un état latent dans lequel les cellules deviennent quiescentes et réversiblement 

arrêtées en phase G0 du cycle cellulaire (Sosa, 2014). Souvent identifiées comme étant 

résistantes aux stratégies thérapeutiques du fait qu’elles ne soient pas en cycle de division actif, 

ces cellules seraient très souvent responsables de la récurrence de la maladie (Yeh, 2015). 

 

Après être sorties de cet état quiescent, les cellules tumorales doivent à leur tour interagir avec 

les composants de la MEC pour survivre, proliférer et former des métastases macroscopiques 

irriguées par de nouvelles ramifications des vaisseaux sanguins (Chambers, 2002 ; Shibue, 

2011). Pour cela, les cellules cancéreuses peuvent acquérir ou exprimer des marqueurs 

présents sur les cellules résidentes non malignes. Ce mimétisme pourrait être une adaptation 

spécifique des cellules cancéreuses requise pour leur survie dans les organes secondaires. En 

plus de ces propriétés intrinsèques aux cellules cancéreuses, elles sont capables de subvertir 

les cellules stromales résidentes pour initier des programmes de remodelage du tissu afin de 

faciliter leur colonisation (Weilbaecher, 2011). Ainsi, le stroma local, comprenant la MEC, les 

cellules non malignes et les molécules de signalisation produites, constitue une part intégrante 

et vitale des niches secondaires. En plus des aberrations génétiques portées par les cellules 

cancéreuses, ces paramètres déterminent la croissance, la morphologie et le caractère agressif 

des cellules tumorales disséminées (Sleeman, 2012). 

 

Ainsi, la progression du cancer vers la formation des métastases n’est pas seulement 

dépendante des cellules tumorales, mais elle est également influencée par leurs interactions 

avec les types cellulaires non malins, la structure biochimique et biomécanique de la MEC et la 

disponibilité des facteurs de croissance. Ces mécanismes évoluent au cours de la progression 

tumorale en fonction du microenvironnement local et distant par lequel les cellules tumorales 

transitent ou s’établissent (Cox, 2011 ; Chitty, 2018). 
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II. Modulation de l’adhérence cellulaire au cours du processus 
métastatique 

 

Plusieurs phénomènes biologiques sont responsables de la formation des métastases, parmi 

lesquels on retrouve la modulation de l’adhérence cellule-cellule et cellule-matrice qui joue un 

rôle prédominant dans les étapes précoces et tardives du processus métastatique. Le 

détachement des cellules de la tumeur primaire est la conséquence d’une diminution de la 

force de cohésion entre les cellules. A l’inverse, l’augmentation des forces d’interaction entre 

les cellules cancéreuses métastatiques leur permet de se rassembler, de survivre dans les 

systèmes circulatoires, de former des agrégats multicellulaires et d’interagir avec les cellules 

endothéliales pour réaliser l’étape d’extravasation (Glinsky, 1998). 

 

1- La transition épithélio-mésenchymateuse, un processus clé  

 

La première étape du processus métastatique a été initialement décrite par le détachement de 

cellules individuelles de la tumeur primaire, identifié au cours de la tumorigenèse de différents 

cancers incluant ceux de la prostate, du poumon, du foie, du pancréas ou du sein (Hugo, 2007). 

Pour initier ce mécanisme, les cellules épithéliales tumorales acquièrent différentes 

caractéristiques telles que la perte de leur polarité apicale, le remodelage des jonctions 

intercellulaires et des interactions avec la matrice extracellulaire (MEC) ainsi que le remodelage 

du cytosquelette, qui ensemble, participent à la transition d’un phénotype épithélial statique 

vers un phénotype mésenchymateux mobile détaché de la masse tumorale et de la matrice 

environnante permettant ainsi l’évasion des cellules malignes (Micalizzi, 2010). 

 

Ce phénomène conservé appelé la transition épithélio-mésenchymateuse (EMT), s’effectue 

progressivement de manière plastique et dynamique entre différents états intermédiaires. En 

effet, l’action de l’EMT conduit à l’acquisition de certains traits mésenchymateux tout en 

conservant certaines caractéristiques des cellules épithéliales telles que la présence de 

jonctions intercellulaires. Ces états d’équilibre entre les deux phénotypes conduisent à 

l’apparition de cellules aux phénotypes mixtes dites métastables (Lee, 2006 ; Nieto, 2016) 

(Figure 3). La flexibilité de ces cellules leur permet à la fois d’induire et de reverser ce processus 

par la transition inverse, mésenchymateuse-épithéliale (MET), associée à la perte de leur  
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capacité à migrer, le retour d’une polarisation apico-basale et l’expression de complexes 

jonctionnels caractéristiques des tissus épithéliaux (Thiery, 2009). La plasticité des 

phénomènes d’EMT et de TEM permettent ensemble d’assurer la dissémination métastatique 

des cellules cancéreuses. Ces transitions phénotypiques interviennent en réponse à une 

multitude de facteurs de signalisation qui induisent l’expression de facteurs de transcription 

spécifiques tels que Snail, Slug et Twist (Moyret-Lalle, 2014 ; Skrypek, 2017, Stemmler, 2019) 

responsables de l’augmentation de l’expression des marqueurs mésenchymateux, tels que la 

vimentine et la N-cadhérine, et de la diminution de l’expression des marqueurs épithéliaux 

comme la E-cadhérine et la cytokératine (Kalluri, 2009 ; Ribatti, 2020). Ces facteurs peuvent 

être induits par des facteurs de croissance tels que l’EGF, le FGF et le TGF-b (Huber, 2005) et 

également par des cytokines inflammatoires présentes dans le stroma tumoral comme les 

interleukines 6 et 8 ou le TNF-a (Fernando, 2011). Les interactions des cellules cancéreuses 

avec les éléments présents dans leur microenvironnement leur permettent ainsi d’activer 

différentes voies de signalisation impliquées à la fois dans la croissance de la tumeur primaire 

mais aussi dans l’invasion des cellules. Plusieurs signaux provenant du stroma tumoral 

permettent d’initier l’induction de l’EMT via l’expression des facteurs de transcription incluant 

les interactions hétérotypiques entre les cellules cancéreuses voisines et leurs interactions avec 

les cellules stromales associées aux tumeurs (Ribatti, 2020). En effet, la présence de 

fibroblastes associés aux tumeurs (CAF : cancer associated fibroblasts) permet d’induire l’EMT 

notamment par la sécrétion de métalloprotéinases et de TGF-b (Giannoni, 2010 ; Yu, 2014). Il 

en est de même pour les macrophages associés aux tumeurs (TAM : tumor associated 

macrophages) qui peuvent également contribuer à l’activation de l’EMT dans les cellules 

cancéreuses, par exemple via la sécrétion de TGF-b (Bonde, 2012). D’autre part, un 

microenvironnement hypoxique contribue également à la sécrétion de facteurs inducteurs de 

l’EMT tels que HIF-1a, qui induit l’activation de voies de signalisation dans les cellules 

mésenchymateuses (Jiang, 2007). 

 

Ensemble, ces mécanismes contribuent à promouvoir la dissémination des cellules cancéreuses 

au cours du processus métastatique (Ribatti, 2020). Premièrement, les cellules devenues 

mésenchymateuses peuvent se détacher de la tumeur primaire et envahir le stroma adjacent 

grâce aux capacités migratoires associées à ce phénotype. Il a également été montré que ces 

cellules pouvaient contribuer à l’induction de l’angiogenèse notamment via la production de   
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VEGF (Rojas-Puentes, 2016). Les cellules mésenchymateuses sont aussi retrouvées au niveau 

des CTC ainsi que les cellules dites métastables, au phénotype mixte épithélio-

mésenchymateux. De manière intéressante, il a été montré que les patients porteurs des 

cancers mammaires les plus invasifs présentaient des CTC au phénotype principalement 

mésenchymateux. Ainsi, la présence de CTC ayant réalisé l’EMT constitue un marqueur de 

mauvais pronostic dans le cancer du sein (Yu, 2013 ; Li, 2019) (Figure 4). De plus, l’EMT a été 

décrit comme un mécanisme favorisant la résistance à la mort cellulaire, notamment celle 

induite par les traitements anti-cancéreux (Singh, 2010). Cet effet pourrait être la cause d’une 

régulation des gènes liés à résistance aux médicaments (Zheng, 2015) mais également celle de 

l’expression de marqueurs de l’état souche sur les cellules ayant réalisé l’EMT (Yang, 2017). 

 

Par ailleurs, des études récentes ont montré dans des modèles in vivo que l’EMT n’était pas 

nécessaire à l’apparition de métastases dans certains cancers, bien qu’elle puisse contribuer à 

la chimiorésistance des cellules cancéreuses (Fischer, 2015 ; Zheng, 2015). 

 

2- La migration cellulaire collective, un mécanisme d’invasion alternatif 

 

Alors que de nombreuses études ont mis en lumière la motilité de cellules individuelles à partir 

de la masse tumorale, les avancées récentes en imagerie du vivant ont permis de démontrer 

que les cellules ne migrent pas exclusivement seules mais préférentiellement en groupes, 

parfois composés d’un grand nombre de cellules (Lecaudey, 2006 ; Cheung, 2013). Cette 

migration cellulaire collective (CCM) se produit lorsque plusieurs cellules maintiennent leurs 

contacts intercellulaires, coordonnent la dynamique de leur cytosquelette d’actine et leur 

signalisation cellulaire pour former des unités fonctionnelles et structurelles qui se déplacent 

dans un tissu (Ilina et Friedl, 2009).  

 

Plusieurs processus physiologiques et pathologiques ont recours à la CCM. La régénération 

tissulaire et la morphogenèse, au cours de laquelle elle intervient à tous les stades de 

développement des organismes multicellulaires, font appel à ces déplacements collectifs 

(Lecaudey, 2006 ; Friedl et Gilmour, 2009). De manière similaire aux mouvements 

morphogénétiques, les déplacements collectifs ont été identifiés dans plusieurs cancers solides 

incluant les cancers mammaires, épidermoïdes (Gagglioli, 2007 ; Friedl 2012),  
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les adénocarcinomes pulmonaires (Richardson, 2018), les carcinomes colorectaux (Libanje, 

2019), et les rhabdomyosarcomes (Friedl, 1995). 

 

La CCM est gouvernée par trois caractéristiques principales (Friedl et Gilmour, 2009). 

Premièrement, les cellules conservent l’intégrité des jonctions intercellulaires au cours du 

mouvement de sorte qu’elles puissent rester physiquement et fonctionnellement connectées 

entre elles, aussi bien au niveau du front de migration que dans les régions latérales et au 

centre du groupe de cellules en mouvement. Parmi ces jonctions, on retrouve les jonctions 

serrées, les jonctions adhérentes et les desmosomes composées de protéines 

transmembranaires faisant le lien entre les cellules et les éléments du cytosquelette 

correspondant à l’actine pour les jonctions serrées et adhérentes, et les filaments 

intermédiaires pour les desmosomes (Knights, 2012) (Figure 5). Les jonctions communicantes, 

ou jonctions Gap, font également partie des jonctions intercellulaires des épithéliums. 

Composées de connexines structurées en hexamères (Riquelme, 2013), elles médient le 

couplage métabolique et la signalisation à travers les membranes plasmique des cellules 

voisines (Goodenoug, 2009). Néanmoins, le rôle des connexines dans la CCM reste à établir. 

D’autres molécules d’adhésion cellulaire, comme les intégrines, les sélectines et les 

immunoglobulines, en plus des cadhérines, interviennent également dans la constitution des 

interactions cellule-cellule et cellule-ECM impliquées dans la structure des cellules cancéreuses 

constituant les unités migratoires collectives (Janiszewska, 2020).  

 

Deuxièmement, dans la plupart des modes de migration collective, le déplacement des groupes 

cellulaires modifie structurellement le tissu induisant un remodelage de la matrice 

extracellulaire (Friedl et Gilmour, 2009). En effet, la CCM entraînant la formation de macro-

structures pouvant atteindre plusieurs centaines de micromètres, une restructuration 

conséquente du tissu est nécessaire. La présence de protéases telles les métalloprotéinases 

MT1-MMP et MMP-2, localisées préférentiellement à la surface cellulaire des cellules 

présentes au niveau des fronts de migration, va permettre de dégrader la MEC (Wolf, 2007). 

Ce remodelage est également permis par les forces de traction générées par les intégrines, 

préférentiellement par les intégrines-b, localisées au niveau des interactions entre les cellules 

et la matrice, qui permettent de générer des forces de traction au niveau du front de migration 

et de maintenir la vitesse de migration (Gagglioli, 2007 ; Hegerfeldt, 2002) (Figure 6). 
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Enfin, ces forces de traction sont générées par une polarité multicellulaire du cytosquelette 

d’actine nécessaire à la migration et au maintien des jonctions intercellulaires. En effet, on 

observe une organisation supracellulaire asymétrique du réseau cortical d’actine au sein du 

groupe cellulaire, caractérisé par une activité protrusive à l’avant et une dynamique de 

rétractation à l’arrière (Hegerfeldt, 2002). Les protrusions formées au front migratoire sont des 

structures cellulaires dynamiques composées d’actine, telles que des lamellipodes ou des 

filopodes, dont la directionnalité est dirigée par l’augmentation des concentrations en 

molécules chimio-attractrices, des facteurs de croissance et d’autres ligands responsables de 

la polarité (Friedl et Weigelin, 2008). L’orientation de la CCM implique alors souvent la 

coordination entre deux populations fonctionnellement distinctes, les cellules dites leader et 

les cellules suiveuses. Les cellules leader, localisées au front de migration, reçoivent les signaux 

et guident la direction de la migration des cellules à l’arrière par les jonctions intercellulaires à 

partir d’une signalisation chimique ou mécanique (Haeger, 2015). Les cellules suiveuses 

peuvent également engager des forces de traction en formant des zones riches en lamellipodes 

qui permettent de former des protrusions sous les cellules voisines (Farooqui, 2005) (Figure 7). 

D’autres études montrent également l’implication des cellules stromales dans le guidage de la 

migration des groupes cellulaires tels que les fibroblastes (Gagglioli, 2007) ou les macrophages 

(Condeelis, 2006). 

 

Ainsi, les cellules tumorales peuvent adopter un comportement collectif ou individuel au cours 

de leur détachement et de leur invasion depuis la tumeur primaire en fonction de ces trois 

caractéristiques (Figure 8). Ces différents modes de migration dépendent alors des jonctions 

intercellulaires, du remodelage de la MEC impliquant un turn-over des jonctions entre les 

cellules et la matrice via les intégrines, et de la contractilité du cytosquelette (Friedl, 2012). Par 

ailleurs, il existe une plasticité entre ces différents modes de migration qui peut être associée 

aux notions d’EMT partielle et réversible ainsi qu’au statut épithélio-mésenchymateux des 

cellules (Aiello, 2018 ; Saitoh, 2018). 

 

En ce qui concerne les cellules leader, en plus de leur implication dans l’orientation de la 

migration des groupes cellulaires, leur phénotype particulier leur permet également d’initier le 

détachement de ces unités cellulaires collectives (Cheung, 2013). En effet, ces cellules situées 

au front de migration des bras invasifs qui se détachent de la tumeur primaire, se distinguent  
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moléculairement des autres cellules invasives par la présentation d’un phénotype épithélial 

(Figure 9). Retrouvées en bordure des tumeurs primaires ainsi que dans les métastases, ces 

cellules invasives épithéliales permettent de promouvoir l’invasion collective. Les marqueurs 

épithéliaux caractérisant ces cellules se retrouvent également sur les différentes étapes de la 

dissémination métastatique ainsi que les molécules d’adhésion dont la présence est essentielle 

à la survie et à l’implantation de ces groupes également appelés clusters une fois 

complètement détachés de la tumeur primaire. 

 

3- Les clusters de CTC: origine, composition, utilisation diagnostic et pronostic 
 

Les CTC, représentant les cellules cancéreuses détachées de la tumeur primaire qui transitent 

à travers le système sanguin, ont été détectés dans la majorité des cancers épithéliaux (Cho, 

2012). Bien qu’extrêmement rares en comparaison avec les cellules sanguines saines (1 CTC / 

1 milliard de cellules sanguines), le nombre de CTC capturés excède largement le nombre de 

lésions métastatiques retrouvées chez les patients. Ceci indique que la grande majorité des CTC 

ne survie pas et que seule une fraction mineure correspond à des précurseurs métastatiques 

viables (Aceto, 2014). Pour pallier l’apoptose ainsi que l’anoïkis des cellules circulantes, la 

formation de structures multicellulaires est une des stratégies utilisées pour achever le 

processus métastatique (Guadamillas, 2011). En effet, lors de la formation de clusters, le 

maintien de jonctions intercellulaires joue un rôle important dans leur survie et leur permet de 

moduler la transcription de facteurs impliqués dans la progression du processus métastatique 

(Gkountela, 2019). 

 

a) Marqueurs de pronostic et de diagnostic 

 

L’impact clinique des différentes formes de CTC retrouvées dans le système sanguin a été 

étudié. Dans un premier temps, la seule numération des CTC a été établie comme ayant une 

incidence sur l’évaluation du pronostic des patients (Cristofanilli, 2004 ; Budd, 2006) et dont le 

potentiel prédictif a été approuvé par la Food Drug Agency (FDA) (Parkinson, 2012). Mais des 

études récentes ont révélé que la détection de clusters de CTC ajoutait une valeur prédictive 

de l’évolution de la maladie (Larsson, 2018 ; Mu, 2015 ; Wang, 2017) (Figure 10). En effet, une 

association directe entre la présence de clusters de CTC dans le sang veineux des patients et 
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un taux de survie significativement réduit ainsi qu’un plus faible pronostic dans certains types 

de cancers ont été mis en évidence (Cho, 2012 ; Hou, 2012).  

 

La détection précoce du cancer étant un enjeu majeur de la recherche en cancérologie, 

l’utilisation des clusters de CTC dans le but d’améliorer le diagnostic présente plusieurs 

avantages. En effet, la présence des clusters de CTC dans le sang périphérique des patients 

porteurs de cancers, même dans les étapes précoces de la progression du cancer, permet 

d’effectuer une détection par une méthode non invasive à fort potentiel pour le diagnostic, le 

pronostic et le traitement de certaines tumeurs, utilisée dans plusieurs études et plusieurs 

essais cliniques (Hong, 2016 ; Rostami, 2019).  

 

Concernant l’utilisation thérapeutique des clusters de CTC, des nouvelles techniques utilisées 

en recherche médicale telles que les cultures d’organoïdes dérivés des CTC permettent 

notamment d’apprécier l’efficacité pharmacologique des traitements utilisés en 

chimiothérapie (Wang, 2015 ; Li, 2016). Il a également été montré que les clusters de CTC 

présents dans les échantillons sanguins pouvaient refléter la sensibilité des cellules 

cancéreuses aux traitements chimiothérapeutiques (Molnar, 2001). Aussi, une plateforme 

d’évaluation de réponse aux traitements sur des clusters de CTC issus de cultures de CTC 

provenant de patients a été mise au point (Khoo, 2016). Ces différents outils générés à partir 

de l’analyse des clusters de CTC permettraient d’évaluer le pronostic des patients porteurs de 

cancers grâce à une expertise non-invasive et de guider la mise en place de traitements et des 

choix thérapeutiques préconisés de manière personnalisée. 

 

b) Techniques de capture 

 

La détection, la quantification et la caractérisation des clusters de CTC sont des paramètres 

déterminants dans l’évaluation du potentiel métastatique de ces agrégats tumoraux retrouvés 

dans la circulation ainsi que dans la détermination de leur intérêt en tant que marqueurs 

pronostics de l’évolution du cancer. Pour permettre leur détection spécifique, plusieurs 

méthodes ont été mises au point. 
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La première tentative d’isolation spécifique des clusters de CTC a eu lieu en 2015 avec la 

création du Cluster-Chip basée sur des technologies de microfluidique antigènes-dépendantes. 

Composé de piliers triangulaires, ce dispositif permet de capturer les clusters en s’appuyant sur 

la force d’interaction intercellulaire. Ce modèle exclu les associations de deux cellules à faible 

cohésion qui peuvent accidentellement se produire et retiens les clusters en déplacement 

entre les piliers à une vitesse physiologique (Sarioglu, 2015) (Figure 11). Pourtant, bien que la 

détection des clusters de CTCs reste opérationnelle, deux phénomènes empêchent la 

récupération de clusters viables. Premièrement, le mécanisme de capture physique repose sur 

un traitement en série ce qui impose aux clusters de CTC de rester longtemps dans le dispositif 

et leur coûte de subir des forces de cisaillement pendant une longue durée. Deuxièmement, 

une élévation des contraintes de cisaillement est nécessaire pour libérer les clusters des piliers. 

Ensemble, ces évènements contribuent à la détérioration des clusters de CTC (Au, 2017).  

 

Un dispositif de microfluidique à flux continu a alors été développé pour permettre la 

récupération des agrégats fonctionnels. Une première extraction des plus gros clusters est 

d’abord rendue possible grâce à un dispositif de piliers circulaires qui permet de les discriminer 

par leur taille. Par la suite, des piliers asymétriques de hauteurs différentes permettent 

d’extraire les plus petits clusters. Ces deux procédés s’appuient sur la stratégie du déplacement 

latéral déterministe (DLD) pour séparer les différentes tailles de CTC (McGrath, 2014) (Figure 

12). D’autres méthodes d’isolement spécifique des clusters de CTC ont ensuite été développées 

en combinant différents types de dispositifs de microfluidique à la séparation des clusters en 

fonction de leur taille par rapport au reste des éléments présents dans le sang (Kulasinghe, 

2019). 

 

Grâce aux innovations développées pour détecter les clusters de CTC, leur énumération est 

rendue possible par une méthode non invasive via l’analyse d’échantillons sanguins et permet 

d’améliorer le pronostic et le traitement du cancer (Jansson, 2016).  

 

c) Origine de formation et potentiel métastatique 

 

Plusieurs théories décrivent l’origine de la formation de clusters de CTC. Dans un premier 

temps, les travaux menés par Aceto et collaborateurs (Aceto, 2014) ont identifié que les  
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clusters de CTC pouvaient se former par agrégation des cellules tumorales (Aceto, 2014). Pour 

mettre en évidence ce phénomène, deux lignées de cellules tumorales mammaires 

(MDAMB231-LM2) exprimant des fluorochromes différents ont d’abord été injectées 

simultanément au même endroit dans le tissu mammaire adipeux d’un modèle murin. La 

récupération, l’énumération et l’analyse des marqueurs fluorescents des CTC sanguins ont 

révélé que les clusters de CTC étaient des évènement rares et majoritairement bicolores (Figure 

13A). Par ailleurs, leur modèle à double fluorescence leur a permis de discriminer l’origine des 

métastases pulmonaires formées et de comparer le potentiel métastatique des clusters de CTC 

avec celui des CTC individuelles. En effet, la proportion de métastases multicolores, formées à 

partir de clusters de CTC, est équivalente à celle de métastases unicolores. Cependant, les 

clusters de CTC étant des évènements beaucoup plus rares dans la circulation que les CTC 

isolées, ces résultats montrent un potentiel métastatique plus important des clusters de CTC. 

Ils ont ainsi établi que le potentiel métastatique des clusters est environ 50 fois supérieur à 

celui des cellules tumorales seules (Figure 13B). 

 

Ensuite, l’injection de cellules de ces deux mêmes lignées dans des locus différents (tissus 

mammaires droit et gauche) a entrainé la formation de CTC majoritairement unicolores 

associée à la présence presque exclusive de métastases de couleur unique (Figure 13C). Ces 

résultats ont été interprétés comme étant une preuve que la formation de clusters résultait de 

l’agrégation des deux clones cellulaires au sein de la tumeur primaire et non d’une prolifération 

des cellules, ni de leur association dans le système vasculaire. Cette théorie est appuyée par le 

fait que les forces de cisaillement présentes à l’intérieur des vaisseaux sanguins peuvent induire 

l’arrêt du cycle cellulaire (Fan, 2016), l’apoptose (Lien, 2013) ainsi que l’élimination mécanique 

des cellules tumorales circulantes isolées (Labelle, 2012) et ne sont donc pas favorables à 

l’association intravasculaire des cellules tumorales disséminées.  

 

Cependant, du fait de leur taille, les clusters de CTC ont plus de chance que les CTC individuelles 

d’être piégés dans les petits capillaires présents au niveau des poumons et des organes 

distants. Ainsi, l’augmentation de leur potentiel métastatique pourrait être la cause d’une 

clairance rapide du système sanguin en comparaison avec les cellules isolées et expliquer qu’ils 

soient moins nombreux dans la circulation. Pour vérifier cette hypothèse, les mêmes auteurs 

ont injecté dans le système veineux de souris immunodéficientes des cellules tumorales  
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mammaires individuelles (LM2-SC) ou sous forme de clusters (LM2-CL) marquées avec un 

colorant membranaire lipophile (DiD) (Figure 14A). Les cellules SC et CL sont injectées 

séparément dans des animaux différents pour éviter une mauvaise interprétation du signal. Les 

cellules circulantes marquées sont ensuite détectées par cytométrie de flux in vivo en temps 

réel dans les vaisseaux sanguins de l’oreille des animaux durant 55 minutes. On constate alors 

que les clusters de cellules tumorales sont éliminés au moins trois fois plus rapidement que les 

cellules individuelles (Figure 14B et C). En conclusion, ces expériences ont montré que la faible 

demi-vie des clusters de CTC dans la circulation coïncide avec leur arrêt précoce dans les 

capillaires des organes distants où ils peuvent alors initier la croissance de métastases (Liotta, 

1976). 

 

D’autre part, la migration cellulaire collective à partir de la tumeur primaire, comme 

précédemment décrite, a également été montrée comme étant impliquée dans la formation 

de clusters de CTC (Cheung, 2016). Pour parvenir à cette conclusion, les auteurs ont d’abord 

défini l’origine polyclonale de la formation des métastases dans un modèle murin formant 

spontanément des métastases pulmonaires par un processus de dissémination multicellulaire 

(Figure 15). Par la suite, ils ont établi que ces métastases polyclonales provenaient de la 

colonisation par des clusters multicellulaires et non de l’association en série des cellules 

tumorales dans la circulation (Figure 16). Enfin, les auteurs de ces travaux ont montré 

l'existence d'une invasion collective sous forme de groupes de cellules multicolores à partir de 

la tumeur primaire et ils ont pu mettre en évidence des clusters de cellules tumorales 

circulantes et des micro-emboles multicolores. Ils ont déduit de ces travaux que ces clusters, 

retrouvés sur les différentes étapes de la formation des métastases, pouvait résulter de 

l’invasion collective à partir de la tumeur primaire (Figure 17). Ensemble, ces données nous 

indiquent que la formation de métastases polyclonales pourrait provenir de la dissémination 

collective de clusters de cellules tumorales (Cheung et Ewald, 2016). 

 

Néanmoins, en plus du détachement cellulaire collectif, la formation de clusters pourrait 

également impliquer l’agrégation des cellules tumorales déjà isolées de la tumeur primaire (Liu, 

2019). En effet, l’imagerie intra-vitale a permis d’identifier ces phénomènes agrégatifs à 

proximité des vaisseaux (Figure 18), les clusters étant capable de traverser la paroi vasculaire 

(Au, 2016), et également à l’intérieur des vaisseaux sanguins.  
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d) Composition cellulaire des clusters de CTC 

 

Dans les systèmes circulatoires, on retrouve aussi bien des clusters homotypiques, composés 

uniquement de cellules cancéreuses, que des clusters hétérotypiques qui incorporent des 

cellules stromales et immunitaires avec les cellules tumorales (Aceto, 2020), souvent appelés 

micro-emboles. 

 

Les clusters composés uniquement de cellules tumorales constituent des évènements rares (1-

30%) parmi l’ensemble des CTC retrouvées dans la circulation. Ces clusters peuvent être 

composés uniquement des cellules épithéliales ou mésenchymateuses ou être constitués d’un 

mélange des deux phénotypes (Yu, 2013). En fonction des phénotypes retrouvés, une 

correspondance a été établie entre leur présence dans le sang et le sous-type de cancer 

mammaire porté par les patients (Figure 4). Ainsi, il a été déterminé que les formes les plus 

agressives de cancer du sein étaient associées avec des clusters de CTC dont la composition se 

trouve être principalement mésenchymateuse.  

  

Au sein des associations hétérotypiques appelées micro-emboles tumorales circulantes (CTM), 

les composants non malins contribuent à la survie des clusters de plusieurs façons (Umer, 

2018). En effet, ces acteurs vont induire la coopération de phénotypes cellulaires hétérogènes 

à l’intérieur des clusters et favoriser l’adhésion intercellulaire entre les cellules tumorales leur 

permettant de résister à l’anoïkis (Hou, 2011). La présence de cellules stromales, telles que les 

fibroblastes et les cellules endothéliales, améliorent également la viabilité des cellules 

tumorales à l’intérieur des clusters. L’association aux cellules plaquettaires quant à elle, semble 

protéger les cellules tumorales des forces de cisaillement du flux sanguin et des attaques du 

système immunitaire en formant un bouclier via une signalisation paracrine et par contact 

direct (Hong, 2016). La présence des lymphocytes et des macrophages, va entraîner la 

sécrétion de plusieurs facteurs dans le sang, qui permettront de faciliter la progression 

métastatique, comme les cytokines inflammatoires telles que l’interleukine-6 (IL-6) et le TNF-a 

(Geng, 2013). Pour finir, la présence des cellules myéloïdes comme les neutrophiles, va 

également promouvoir leur statut prolifératif (Szczerba, 2019). Les CTM de plus grandes tailles 

possèdent également un microenvironnement plus hypoxique leur permettant de se protéger 

de l’oxygène sanguin et de favoriser la dissémination métastatique (Denes, 2015).  
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Ensemble, ces éléments associés aux clusters de CTC favorisent leur survie et la dissémination 

métastatique (Figure 19). 

 

III. La modulation de l’agrégation cellulaire tumorale  

 

Comme souligné précédemment, il a été montré que l’agrégation des cellules tumorales est un 

processus pouvant intervenir dans la formation de clusters au cours de la dissémination 

métastatique, que ce soit au niveau du site de la tumeur primaire (Aceto, 2014) ou dans les 

compartiments péri-vasculaires et vasculaires (Liu, 2019 ; Au, 2016). L’identification des 

régulateurs de l’agrégation cellulaire tumorale constitue alors une des étapes nécessaires à la 

compréhension des mécanismes responsables de l’invasion et de la dissémination 

métastatique ainsi qu’à la mise au point de stratégies thérapeutiques efficaces pour lutter 

contre la progression du cancer. 

 

1- Méthodes d’étude de l’agrégation cellulaire tumorale 

 

L’étude de l’agrégation des cellules tumorales a été réalisée à la fois à partir de données 

d’imagerie de cellules cultivées in vitro et permettant dans certains cas d’obtenir une 

quantification du degré de cohésion des agrégats, et également à partir de modèles intégrés in 

vivo où la visualisation et la quantification de ce phénomène peuvent être établies notamment 

via l’analyse de la formation de clusters. 

 

a) Étude de l’agrégation cellulaire in vitro 

 

L’inhibition ou la limitation de l’adhésion au support de cellules tumorales initialement 

dissociées est une étape préalable nécessaire à la détermination de leur capacité à former des 

agrégats. Elle peut s’effectuer par un traitement préalable des cellules comme par exemple 

avec l’utilisation d’EDTA combinée à une dissociation mécanique afin d’assurer une séparation 

maximale des cellules (Lin, 2002). Pour s’assurer ensuite que les cellules introduites ne forment 

pas d’interactions cellulaires via un déplacement par adhérence au support, les cellules doivent 

être laissées en suspension selon un protocole défini permettant aux cellules d’agréger entre  
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elles (Foty, 1997). Certains dispositifs peuvent être pré-traités par des polymères spécifiques 

comme par exemple le poly-hydroxyethyl-methacrylate (poly-HEMA) fréquemment utilisé en 

culture cellulaire pour prévenir l’adhésion cellulaire et induire la formation d’agrégats (Katt, 

2016). D’autres techniques consistent à assurer la formation de structures agrégatives au sein 

de matrices, naturelles ou synthétiques, permettant ainsi de contrôler les propriétés physiques 

et mécaniques de l’environnement des agrégats, et d’avoir un impact sur leurs conditions de 

croissance (Gomes, 2016 ; Astashkina, 2014). 

 

La quantification de l’agrégation des cellules réalisée à partir des acquisitions en microscopie 

consiste souvent à évaluer le nombre de cellules agrégées (Glinsky, 2000) (Figure 20A) ou leur 

taille (Rayavarapu, 2015) (Figure 20B) mais seules peu d’études ont eu recours à la mesure de 

la cinétique et de la dynamique du processus d’agrégation, notamment au cours des étapes 

précoces (Bao, 2011) (Figure 21).  

 

Notre équipe a développé un essai semi-automatisé à moyen-débit basé sur l’utilisation de la 

vidéomicroscopie permettant de quantifier la cinétique d’agrégation des cellules en condition 

ancrage-indépendant via un algorithme de traitement d’image qui permet la détection 

automatique et la mesure de plusieurs paramètres morphologiques (aire, circularité, etc.) au 

cours du processus d’agrégation (Figure 22). Au cours de l’agrégation spontanée des cellules, 

on peut distinguer deux phases d’agrégation cellulaire. La première consiste en une diminution 

rapide de l’aire et la formation bidimensionnelle d’une couche cellulaire dense. Cette étape 

précoce de l’agrégation est celle qui permet l’étude du processus de clusterisation des cellules 

tumorales (Saias, 2015 ; Gava, 2018). La deuxième phase d’agrégation est quant à elle propice 

à la stabilisation de l’agrégat et sa structuration tridimensionnelle. 

 

b) Modèles in vivo de la formation de clusters 

 

En ce qui concerne l’étude du processus d’agrégation des cellules tumorales in vivo, en 

particulier celle conduisant à la formation de clusters, des modèles murins porteurs de 

xénogreffes ont été mis au point (Aceto, 2014 ; Cheung, 2016). Dans la majorité des cas, les 

cellules tumorales injectées possèdent un ou plusieurs marqueurs fluorescents qui 

permettront de définir l’origine de la formation de clusters de CTC mais également celle de la  
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formation de métastases secondaires comme nous l’avons vu précédemment. Ces différents 

modèles ont notamment permis de définir l’origine polyclonale de la formation des clusters 

ainsi que leur rôle dans la dissémination métastatique.  

 

Néanmoins, bien que les clusters de CTC puissent être récupérés dans le système sanguin des 

animaux, la plupart des travaux sur des modèles murins s’attachant à caractériser la formation 

des clusters et des métastases, établissent des analyses histologiques ou d’imagerie par 

fluorescence après sacrifice des individus (Glinsky, 2003). A contrario, la mise au point d’une 

imagerie intra-vitale permet de visualiser la présence des cellules tumorales sous différentes 

formes et dans différents compartiments tout en maintenant les animaux anesthésiés en 

conditions physiologiques (Patsialou, 2013 ; Liu, 2019). Elle est rendue possible grâce à 

l’utilisation de microscopes multiphotons conditionnés pour l’imagerie intravitale par 

fluorescence (Entenberg, 2011). 

 

2- Mise en évidence des régulateurs de l’agrégation  

 

Face à l’importance que représente le phénomène d’agréation des cellules tumorales au cours 

de la formation de clusters, l’identification et le ciblage des régulateurs de ce processus font 

partie des pistes thérapeutiques envisagées dans le traitement de la progression du cancer. Les 

molécules régulatrices présentées ici n’ont pas pour objectif de définir l’intégralité des 

régulateurs de l’agrégation mais de représenter la diversité de ces derniers à partir de 

différents exemples (Figure 23). 

 

a) Les facteurs solubles  

 

Le processus d’agrégation des cellules tumorales a d’abord été identifié comme étant 

dépendant de la présence de calcium via l’analyse de la formation d’agrégats en absence 

d’ancrage au support sur des cellules de cancer pulmonaire (Foty, 1997). 

 

Par la suite, d’autres facteurs solubles comme l’oxyde nitrique (NO) (Powan, 2014) et les 

cytokines pro-inflammatoires (Geng, 2013) ont été montrés comme promouvant l’agrégation  
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des cellules tumorales et la survie des cellules. Pour une partie de ces molécules, l’effet 

promoteur du processus agrégatif est lié à la mobilisation des jonctions intercellulaires au 

niveau des cellules tumorales comme la E-cadhérine dans le cas du NO. 

 

b) Les récepteurs de surface  

 

À la surface cellulaire des cellules tumorales, des interactions hétérotypiques et homotypiques 

améliorent l’efficacité du processus d’agrégation des cellules cancéreuses. C’est le cas par 

exemple de l’association entre le récepteur Muc-1 présent à la surface des cellules et la 

galectine-3 qui permet d’augmenter la présentation des molécules d’adhésion à la surface des 

cellules tumorales (Zhao, 2010).  

 

D’autres associations peuvent se faire entre les deux mêmes molécules dans le but 

d’augmenter l’agrégation cellulaire. C’est notamment le cas pour le récepteur de surface CD44 

dont il a été montré que les interactions homophiles étaient responsables de l’agrégation des 

cellules tumorales au cours de la formation de clusters de CTC permettant de favoriser la 

progression métastatique (Liu, 2019). 

 

c) La tension du cytosquelette 

 

Le complexe actomyosine, formé de l’association de la myosine II avec les filaments d’actine, 

régule la polarité, l’adhésion et la migration cellulaire. Ces mécanismes sont nécessaires à 

plusieurs processus comme la motilité cellulaire (Jay, 1995) et la cytokinèse (Robinson, 2000) 

mais également l’invasivité des cellules tumorales via la mise en place des invadopodes, des 

podosomes et points d’adhésion focaux (Albiges-Rizo, 2009), et à la progression du cancer 

(Ouderkirk, 2014). 

 

Plus récemment, l’implication de la myosine IIa dans l’agrégation des cellules tumorales 

mammaires a également été soulignée (Derycke, 2011 ; Saias, 2015). Localisée au niveau des 

fibres de stress d’actine, son activité est en grande partie responsable de la tension du cortex 

cellulaire (Ouderkirk, 2014). Son inhibition entraîne une accélération de la cinétique 

d’agrégation des cellules tumorales (Figure 24).  
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d) Les protéines jonctionnelles  

  

Les jonctions intercellulaires sont responsables de la cohésion des tissus épithéliaux. Elles 

regroupent les jonctions serrées, les jonctions adhérentes, les desmosomes et les jonctions 

communicantes ou jonctions gap (Thiery, 2003) (Figure 5). La perte de fonction des molécules 

d’adhésion, comme les cadhérines ou d’autres protéines présentes dans les jonctions serrées, 

les desmosomes (Hugo, 2007) ou encore les jonctions communicantes (Grek, 2016), va activer 

des signaux impliqués dans l’invasion et les étapes précoces de la dissémination métastatique 

devenant ainsi marqueur de mauvais pronostic dans la progression du cancer. Néanmoins, bien 

que l’inhibition de ces molécules soit nécessaire au détachement des cellules de la tumeur 

primaire, le rétablissement des jonctions intercellulaires est un mécanisme essentiel à la 

formation et à la survie des structures agrégatives retrouvées dans les systèmes circulatoires 

(Glinsky, 1998). 

 

Les molécules d’adhésion intercellulaire les mieux caractérisées dans la progression du cancer 

font partie de la famille des cadhérines avec plus spécifiquement la E-cadhérine, identifiée 

comme étant un suppresseur de l’invasion et de la formation de métastases (Berx, 2009 ; 

Cavallaro et Christofori, 2004). En ce qui concerne son implication dans les capacités 

agrégatives des cellules, les travaux antérieurs de notre équipe ont déterminé que son 

inhibition partielle permettait de ralentir la dynamique de formation des agrégats de cellules 

tumorales en conditions ancrage-indépendantes (Saias, 2015). De manière additionnelle, ces 

mêmes travaux ont révélé l’effet anti-agrégatif de l’inhibition des desmosomes. 

 

De manière intéressante, Aceto et collaborateurs ont également montré qu'une surexpression 

de la plakoglobine, protéine constituante des desmosomes, est associée à la formation de 

clusters et de métastases pulmonaires après greffes de cellules tumorales mammaires in vivo. 

(Aceto, 2014). 

 

D’autres études ont mis en évidence l’implication de protéines jonctionnelles au niveau de la 

formation de clusters en condition ancrage-indépendant, notamment celle des jonctions 

communicantes via l’utilisation d’inhibiteurs des jonctions gap (Gava, 2018). 
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Ensemble, ces résultats mettent en lumière le rôle de la mise en place et du maintien des 

jonctions intercellulaires dans l’efficacité du processus d’agrégation des cellules tumorales. 

 

Néanmoins, d’autres acteurs peuvent intervenir dans la régulation de l’agrégation des cellules 

tumorales et de la formation de clusters (Gkountela, 2019). En effet, l’analyse comparative du 

transcriptome entre les clusters de CTC et les CTC individuelles a permis de mettre en évidence 

l’expression différentielle de transcrits impliqués notamment au cours de la prolifération 

cellulaire ou encore dans l’organisation des cytosquelettes d’actine et des microtubules, dont 

tous deux dépendent de la progression des cellules dans le cycle cellulaire (Figure 25). Quel est 

alors l’impact de la régulation de la progression des cellules dans le cycle cellulaire sur leur 

capacité à agréger ? 
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Partie 2 : Progression du cycle cellulaire et agrégation des cellules 
 

Le cycle cellulaire est le processus par lequel une cellule se divise pour donner naissance à deux 

cellules filles génétiquement identiques. La progression du cycle cellulaire est contrôlée par 

plusieurs mécanismes dont les dérégulations conduisent à une altération du contrôle de la 

prolifération cellulaire et au développement d’un cancer. En conséquence, le ciblage du cycle 

cellulaire présente un intérêt important dans l’élaboration de molécules thérapeutiques anti-

tumorales (Vermeulen, 2003). Nous débuterons cette seconde partie de l’introduction par une 

présentation générale des mécanismes de régulation du cycle cellulaire avant de nous 

intéresser à la progression des cellules au cours de la phase G1 et en mitose, deux phases que 

nous avons plus particulièrement étudiées dans ces travaux de thèse. Enfin, nous terminerons 

par un bilan des connaissances actuelles sur les relations établies entre les mécanismes de 

régulation de la progression dans le cycle cellulaire et les différents facteurs ou acteurs 

impliqués dans l'agrégation et l'adhérence intercellulaire. 

 

I. Présentation générale du cycle cellulaire et de ses mécanismes de 
régulation 

 

Le cycle de division cellulaire est caractérisé par l'alternance de processus dont la réplication 

de l’ADN en phase S, conduisant à la formation de chromosomes à deux chromatides, et la 

ségrégation des chromosomes répliqués dans deux cellules séparées au cours de la phase de 

mitose ou phase M. Après la réplication de l'ADN, les cellules entrent en phase G2, phase de 

préparation à l'entrée en mitose. Au cours de la phase M, phase de la division cellulaire sensus 

stricto, la condensation de la chromatine et la réorganisation du cytosquelette de microtubules 

permettent la séparation des chromatides en deux lots qui se répartissent dans deux cellules 

filles génétiquement identiques à la cellule mère. A la fin de la mitose, les cellules entrent en 

phase G1 pour initier un nouveau cycle cellulaire. Les phases G1 et G2, longtemps considérées 

comme de simple "gap", sont en réalité des périodes importantes d'intégration de nombreux 

signaux. Les cellules en G1, avant leur entrée en réplication, peuvent également entrer dans un 

état quiescent appelé G0 où les cellules n’exécutent ni croissance, ni prolifération mais 

conservent un potentiel prolifératif (Pennycook et Barr, 2020).  
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Les transitions entre les différentes phases du cycle s’effectuent de manière ordonnée et sont 

strictement régulées par des protéines régulatrices, les kinases dépendantes de l’activité de 

cyclines ou CDK. Ces protéines régulatrices sont des sous-unités catalytiques de la famille des 

sérine/thréonine kinases impliquées dans la progression du cycle cellulaire (Malumbres, 2014). 

Parmi les 20 CDK identifiées à ce jour, 5 sont impliquées dans la régulation du cycle cellulaire. 

Leur activité kinase est finement contrôlée par différents mécanismes, incluant l’interaction 

avec les sous-unités régulatrices que sont les cyclines, la liaison à des régulateurs négatifs, les 

inhibiteurs de CDK ou CKI de la famille des INK4 (p15, p16, p18 ou p19) ou Cip/Kip (p21 et p27), 

leur phosphorylation par les kinases Wee1/Myt1 et CAK ou leur déphosphorylation par les 

phosphatases CDC25, leur conformation et leur localisation subcellulaire (Malumbres, 2005) 

(Figure 26). 

 

Alors que les CDK ont une expression constante au cours du cycle cellulaire, celle des cyclines 

oscille conduisant à la formation de différents complexes CDK/cycline contrôlant la progression 

dans les différentes phases. La progression des cellules en phase G1 est contrôlée par les 

complexes CDK4/6-CyclineD qui vont permettre l'activation d'une cascade de signalisation 

conduisant à l'expression de la cycline E en fin de phase G1, qui en s'associant à la kinase CDK2 

formera le complexe CDK2/CyclineE contrôlant l'entrée en phase S. Le complexe CDK2-CyclineA 

se forme au cours de la phase S. L’association de la cycline A à la kinase CDK1 permettra au 

cours de la phase G2, de préparer l'entrée des cellules en mitose (Merrick, 2008). Le complexe 

majeur en mitose est le complexe CDK1-CyclineB (Vermeulen, 2003) (Figure 27). 

 

L’activité des CDK est régulée par des voies de signalisation pouvant conduire à l’arrêt du cycle 

cellulaire en des points particuliers ou points de contrôle. Les points de contrôle du cycle 

cellulaire sont garants du maintien de l’intégrité du génome des cellules eucaryotes. Leur 

activation en réponse à différents types de signaux intra- ou extra-cellulaires conduit à l’arrêt 

du cycle cellulaire permettant, par exemple, la réparation de lésions de l’ADN ou la mise en 

place correcte de la plaque équatoriale en mitose. Les modalités moléculaires d’activation de 

ces points de contrôle ont largement été étudiées et les acteurs (senseurs, transducteurs, 

effecteurs) de ces différentes voies font depuis plusieurs années l’objet de nombreux travaux. 

Par exemple en réponse à des dommages à l’ADN générés par des agents physiques ou 

chimiques, un réseau complexe de voies de signalisation est activé aboutissant à l’inactivation  
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des complexes CDK-cycline et à l’arrêt du cycle cellulaire aux points de contrôle G1/S, intra-S 

et/ou à l’arrêt G2/M (Kastan et Bartek, 2004). 

 

Deux étapes importantes du cycle cellulaire ont fait l’objet de ces travaux de thèse. Elles 

concernent la progression des cellules en phase G1 ainsi que le passage des cellules en mitose. 

 

II. Engagement dans le cycle cellulaire au point de restriction  

1- Passage du point de restriction 

 

La phase G1 est la seule période du cycle cellulaire dont la progression est dépendante des 

facteurs de croissance (Pardee, 1989). Au-delà de ce point, considéré comme un point de non-

retour, la progression dans le cycle est indépendante de la présence de facteurs de croissance. 

Le moment de l'arrêt des cellules au cours de la phase G1, lorsqu'elles sont privées de facteurs 

de croissance, est appelé le point de restriction ou point R. A la fin de la phase G1, l'entrée en 

phase S est contrôlée par le point de contrôle G1/S dépendant des voies de signalisation 

activées en réponse aux dommages à l'ADN (Blagosklonny et Pardee, 2002). 

 

La protéine du rétinoblastome ou pRb est un acteur majeur du point de restriction. Cette 

protéine possède de nombreux sites conservés constitués de sérines et de thréonines qui 

peuvent être phosphorylées par les CDK. La phosphorylation de pRb par les CDK module ses 

interactions avec ses autres partenaires via le repliement de la protéine pRb rendant ainsi sa 

structure incompatible avec la liaison à d’autres protéines, tels que les facteurs de transcription 

E2F (Rubin, 2013 ; Narashima, 2014). 

 

La progression en phase G1 est essentielle au déclenchement de la réplication de l’ADN. 

L'entrée en phase S est contrôlée par CDK2 qui s’associe aux cyclines de type E et A. 

L’expression de la cycline E est dépendante des facteurs de transcription E2F (Stevaux, 2002). 

Dans les cellules en début de phase G1, les facteurs E2F sont liés à la protéine du 

rétinoblastome, maintenus ainsi inactifs. La présence de signaux mitogènes dans 

l’environnement cellulaire conduit à l'augmentation de l'expression des gènes codant les 

cyclines D qui s’associent alors aux CDK4 et 6. La phosphorylation de pRb par les complexes 
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CDK4/6-CyclineD alors actifs, conduit à la libération des facteurs E2F permettant la 

transcription des gènes et l'expression d’un grand nombre de protéines dont la cycline E et 

plusieurs acteurs de la réplication de l’ADN (Sears, 2002 ; Massagué, 2004). L'augmentation de 

l'expression de la cycline E conduit à la formation de complexes CDK2-CyclineE actifs pouvant 

à leur tour phosphoryler la protéine pRb sur les sérines 780 et 807/811 et activer E2F (Gookin, 

2017). Cette boucle de rétroaction contribue à l'hyperphosphorylation de la protéine Rb 

conduisant à son inactivation indépendamment du complexe CDK4/6-CyclineD, la progression 

du cycle cellulaire est alors indépendante des facteurs de croissance (Dou, 1993). Ainsi, le 

passage du point de restriction est contrôlé par une hyperphosphorylation de la protéine pRb 

pour une activation complète des facteurs de transcription E2F, et l'activation des complexes 

CDK2/CyclineE (Figure 28). Différents modèles existent concernant l'acquisition de l'état 

hyperphosphorylé de la protéine pRb, mais tous aboutissent à la mise en place d’une boucle 

de rétroaction positive entre les complexes CDK2/CyclineE et l'activation de E2F (Pennycook et 

Barr, 2020).  

 

Par ailleurs, la régulation de ce processus clé de l’entrée des cellules dans un cycle actif de 

prolifération fait intervenir les protéines inhibitrices INK4 (p16, p15, p18 et p19). Leur effet 

inhibiteur provient de leur liaison sur le site non catalytique des CDK induisant une modification 

de l’orientation de leur structure. Ce changement de conformation altère le site de liaison aux 

cyclines D et réduit leur affinité pour l’ATP, deux mécanismes impliqués dans l’activité kinase 

de CDK4/6 (Ortega, 2002). La présence de signaux mitogènes induit leur séparation des CDK. 

La régulation des complexes CDK4/6-CyclineD par les CKI de la famille Cip/Kip est plus 

ambivalente avec d'une part, l'activation de p21 en réponse aux dommages à l'ADN conduisant 

à l'inhibition des complexes et d'autre part la mise en évidence d'un rôle stabilisateur du 

complexe par la protéine p27. Toutes ces régulations peuvent intervenir en réponse à 

différents mécanismes physiologiques pouvant être reproduits en culture cellulaire par la 

privation du milieu en sérum et l’inhibition de contact, ces deux situations entraînant la 

répression des cyclines D et E ainsi que la perte de la phosphorylation de la protéine Rb (Gookin, 

2017). 

 

Cependant, la position du point de restriction au cours de la phase G1 fait l'objet de 

controverses. En effet, les expériences réalisées par Arthur B. Pardee (Pardee, 1974) ont  
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montré que la privation en signaux mitogènes de cellules en croissance exponentielle, 

conduisait à un arrêt de la croissance cellulaire caractérisée par une quantité d’ADN de phase 

G1. La remise en présence d’un milieu mitogénique a ensuite permis d’estimer que la synthèse 

d’ADN était rétablie après 8 heures de restimulation, et a permis à l’auteur de définir ce point 

d’arrêt unique en G1, le point de restriction. Pour autant, il apparaît dans ces travaux que toutes 

les cellules n’aient pas initié la synthèse d’ADN au même moment suite à la restimulation 

mitogénique mais que seule une sous-population, équivalente dans les différentes conditions 

de privation en sérum, ait initiée précocement cette synthèse. L’existence même du point de 

restriction a alors était remise en cause bien qu’elle soit restée largement acceptée par la 

communauté scientifique (Cooper, 2003). Il a également été proposé que l’engagement dans 

le cycle cellulaire suivant soit prédéfini à la fin du cycle précédent pour une partie de la 

population cellulaire et qu’il soit dépendant de l’action des protéines inhibitrices de CDK telles 

que p27 ou p21 (Chassot, 2008 ; Spencer, 2013). 

  

Les travaux de S. Spencer et collaborateurs (Spencer, 2013), basés sur l'utilisation d'un 

rapporteur fluorescent de l'activité de CDK2, ont montré qu’en sortie de mitose, deux 

populations cellulaires caractérisées par des activités CDK2 différentes se distinguaient. De 

nombreuses cellules s’engagent immédiatement dans le cycle cellulaire suivant en développant 

une activité CDK2 qui augmente à partir d’un niveau intermédiaire. Une sous-population 

maintient un faible niveau d'activité CDK2 ne permettant pas le passage du point de restriction. 

Ces cellules restent en G1 ou dans un état quiescent (Figure 29). Les cellules peuvent donc 

enchaîner les cycles de divisions cellulaire grâce au maintien de cette activité CDK2 ou bien 

rester dans un état transitoire en G0 en modulant leur activité CDK2.  

 

Par ailleurs, cet état quiescent est très débattu dans la littérature (Coller, 2011). Un modèle 

postule que les cellules progressent à travers le cycle cellulaire à des rythmes différents et 

répondent aux conditions extracellulaires en ajustant leur probabilité d'entrer en phase S, c’est 

ce qui est appelé la « probabilité de transition ». Dans ce scénario, les cellules présentent une 

distribution continue des longueurs de G1, où la « quiescence » représente alors une phase G1 

plus étendue (Smith et Martin, 1973). Le modèle opposé postule qu'un état de « repos » 

distinct existe en dehors du cycle cellulaire prolifératif et que les cellules entrent dans cet état 

lorsque les conditions ne conviennent pas à la division (Pardee, 1974). Cependant, les cellules  
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induites en quiescence par la même méthode mais pour des durées différentes expriment 

différents modèles d'expression génique et ont des phénotypes fonctionnels différents. Cela 

est vrai même en comparant deux conditions dans lesquelles les cellules ont essentiellement 

arrêté de se diviser. En outre, les changements qui se produisent lorsque les cellules de 

mammifères arrêtent leurs cycles cellulaires en G1 ne récapitulent pas les changements qui se 

produisent en réponse à un signal de quiescence en termes de changements d'expression 

génique ou de changements fonctionnels (Coller, 2006). Afin de discriminer les cellules en 

phase G0/G1, des marqueurs de prolifération, tels que le Ki67, sont utilisés pour estimer la 

proportion de cellules en division et pour classer les tumeurs (Cuzick, 2011). La protéine Ki67 

s’accumule au cours des phases S, G2 et M et est dégradée de manière continue dans les phases 

G1 et G0, quelle que soit la cause d'entrée en G0/quiescence. Par conséquent, le niveau de 

Ki67 pendant les phases G0 et G1 dans les cellules individuelles est très hétérogène et dépend 

du temps qu’une cellule a passé en G0. Ainsi, Ki67 est un marqueur gradué plutôt que binaire 

à la fois pour la progression du cycle cellulaire et le temps depuis l'entrée en quiescence (Miller, 

2018). De plus, Ki67 est également un marqueur fiable de l'inhibition pharmacologique de 

CDK4/CDK6 sur la prolifération cellulaire qui permet de révéler sa dégradation en phase G1 

(Sobecki, 2017). 

 

2- Ciblage pharmacologique du point de restriction  

 

Plusieurs altérations des acteurs du point de restriction ont été mises en évidences dans 

différents cancers. Le gène codant la cycline D1 est amplifié ou muté dans certains cancers 

comme les lymphomes ou les tumeurs solides telles que le cancer mammaire. L’amplification 

de la kinase CDK4 a aussi été observée avec une forte prévalence dans plusieurs types de 

tumeurs telles que les liposarcomes, les gliomes, les lymphomes mais également le cancer du 

sein. Une surexpression de la cycline D peut également être la conséquence d'une perte de 

fonction d'un CKI ou d'une activation constitutive des voies de signalisation des facteurs de 

croissance. La perte de fonction de la protéine pRb est aussi retrouvée dans différents cancers 

(Sherr, 2002 ; Narasimha, 2014). L’activation de l’axe p16-CDK4-CyclinD-Rb est ainsi 

fréquemment observée dans la maladie cancéreuse, conduisant à une perte de contrôle du 

point de restriction par la disponibilité en signaux mitogènes.  Dans l’élaboration des thérapies 
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anticancéreuses, des efforts ont été déployés dans le but de pouvoir pharmacologiquement 

bloquer l’action de cette voie (Baker, 2012 ; Dickson, 2014 ; Sherr, 2016).   

 

Au cours des vingt dernières années, de nombreux inhibiteurs de CDK ont été développés et 

testés dans des essais cliniques ciblant plusieurs types tumoraux. Une première génération 

d’inhibiteurs, comme le flavopiridol et la roscovitine sont non spécifiques et ciblent plusieurs 

CDK (Asghar, 2015). La génération suivante d’inhibiteurs a été développée dans le but de cibler 

sélectivement le site de liaison à l’ATP du complexe CDK4/6-CyclineD. Une de ces nouvelles 

molécules, le palbociclib (PD0332991), a été approuvée pour la première fois en 2015 par la 

FDA, pour le traitement de patientes atteintes d'un cancer mammaire métastatique, et 

présentant une protéine pRb fonctionnelle, en combinaison avec le Létrozole, un inhibiteur de 

la synthèse d'œstrogène (Beaver, 2015). Le palbociclib permet en effet d’améliorer d’un 

facteur 2 la survie des patients sans progression de la maladie en comparaison avec un 

traitement au Létrozole seul (Figure 30). 

 

Le palbociclib inhibe la kinase CDK4 à des concentrations de l’ordre du nanomolaire et présente 

une grande sélectivité (Fry, 2004). Son effet sur le cycle cellulaire se traduit par un arrêt de la 

prolifération des cellules suite à l’inhibition de la phosphorylation de la protéine pRb (Figure 

31). En effet, les cellules tumorales mammaires présentent une inhibition dose-dépendante de 

la phosphorylation de pRb sur la sérine 780 qui s’accompagne d’une accumulation des cellules 

en phase G1 du cycle cellulaire. Deux autres inhibiteurs des CDK4 et 6 ont ensuite été 

développés, le ribociclib (LEE001) et l’abémaciclib (LY2835219) dont les essais cliniques ont 

révélé des résultats concluants quant à leur utilisation thérapeutique dans plusieurs cancers, 

dont le cancer mammaire (Barroso-Sousa, 2016). Leur mode d’action est équivalent à celui du 

palbociclib et leur efficacité est sélective sur les CDK4/6. 

 

Ces molécules possèdent néanmoins des effets indépendants de la régulation du point de 

restriction. En effet, les kinases CDK4 et 6 entraînent la phosphorylation de nombreuses autres 

protéines notamment impliquées dans la traduction de protéines et leur repliement 

(Jirawatnotai, 2014). Ainsi, les inhibiteurs de CDK4/6 peuvent également altérer la biologie des 

cellules non malignes telles que les cellules stromales. Par exemple, en réponse à l’inhibition 

de CDK4/6, les fibroblastes peuvent entrer en sénescence, produire des cytokines qui altèrent  
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l’immunité anti-tumorale et ainsi limiter l’efficacité des molécules anticancéreuses (Goel, 

2018). 

 

III. Déroulement de la mitose 

 

La mitose est un processus qui permet de diviser l’information génétique d’une cellule mère 

de manière égale dans deux cellules filles qui auront alors la même information génétique. 

L’entrée en mitose et le remodelage de l’architecture des cellules au cours de leur progression 

dans les différentes étapes de la division cellulaire sont des mécanismes finement régulés par 

différents acteurs moléculaires. La description suivante n’a pas pour objectif de développer 

l’intégralité des aspects moléculaires impliqués dans cette étape spécifique du cycle cellulaire 

mais de traduire les principaux phénomènes associés à sa régulation.  

 

1- Description des différentes étapes de la mitose  

 

Au cours de la phase G2, les cyclines B sont synthétisées et au cours de la prométaphase, les 

cyclines de type A sont dégradées (Den Elzen et Pines, 2001). En conséquence, CDK1 se lie aux 

cyclines B, une association essentielle pour déclencher l’entrée en mitose (Malumbres, 2005). 

Les complexes CDK1-CyclineB régulent plusieurs évènements, à la fois au cours de la transition 

G2/M mais aussi au cours de la progression des cellules en mitose. En plus de 

l’hétérodimérisation du complexe CDK1-CylineB, un état de phosphorylation spécifique est 

requis pour que les cellules puissent entrer en mitose. Ceci est permis grâce aux phosphatases 

de la famille CDC25 (cell division cycle 25) qui déphosphorylent deux résidus situés dans le site 

de liaison à l’ATP des complexes CDK, la thréonine 14 et la tyrosine 15, permettant ainsi de les 

activer. En opposition à CDC25, les kinases Wee1 et Myt1 inhibent l’activation des complexes 

en phosphorylant les résidus. Une phosphorylation activatrice supplémentaire, celle de CDK1 

sur la thréonine 161 par la kinase CAK, permettra l’activation complète du complexe.  La 

balance entre CDC25 et les kinases inhibitrices permet ainsi de médier les évènements de 

déphosphorylation et de phosphorylation qui régulent l’entrée en mitose (Boutros, 2007 ; 

Bouldin, 2014 ; Gheghiani et Gavet, 2014). 
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La mitose se compose de 5 étapes consécutives et morphologiquement distinctes (Musacchio, 

2007). A la sortie de la phase G2, les cellules entrent en prophase où les chromosomes se 

condensent sous l’action de la condensine stimulée par le complexe CDK1-CyclineB. Les 

chromatides sœurs sont alors reliées entre elles par un complexe de cohésines qui sera par la 

suite dégradé par une protéase spécifique, la séparase. En prophase, la séparase est inhibée 

par la sécurine. Les deux centrosomes associés aux microtubules astraux forment des asters 

qui se séparent pour migrer aux pôles opposés de la cellule. En prométaphase, les 

chromosomes rattachés aux microtubules par leur kinétochores présents sur chaque 

chromatide soeur, viennent se localiser au niveau du plan médian de la cellule sous l’action de 

la dynéine cytoplasmique et de plusieurs kinésines. La cellule est dite en métaphase lorsque 

tous les chromosomes présentent une orientation bipolaire et sont localisés sur la plaque 

équatoriale à mi-distance des pôles cellulaires. Le regroupement des chromosomes au milieu 

du fuseau est aussi appelé plaque métaphasique. La protéolyse de la sécurine ubiquitinylée 

permet la libération et l’activation de la séparase qui dégrade les cohésines présentes entre les 

chromatides sœurs, permettant la séparation des chromatides. La cycline B va elle aussi être 

ubiquitinylée permettant sa dégradation par le protéasome. Cette dernière dégradation va 

initier la cytokinèse et la sortie de la mitose qui fera suite à la télophase caractérisée par une 

reformation de l’enveloppe nucléaire autour de chaque lot de chromatides sœurs séparées 

ainsi que par la formation de l’anneau contractile d’actomyosine mis en place grâce à la 

génération du fuseau central et responsable de l’abscision en deux cellules filles (Figure 32).  

 

La ségrégation correcte des chromosomes est placée sous la surveillance du point de contrôle 

mitotique, aussi appelé point de contrôle de l’assemblage du fuseau (SAC), constituant une 

cascade de signalisation complexe essentielle à la survie des cellules humaines (Kops, 2005). En 

effet, son activation, générée dans les kinétochores localisés au niveau des centromères, 

permet d’arrêter la progression des cellules en mitose et d’empêcher la progression de la 

métaphase vers l’anaphase lorsque qu’un ou plusieurs chromosomes ne sont pas correctement 

attachés au fuseau mitotique ou que le fuseau mitotique lui-même n’est pas correctement 

assemblé (Figure 33).  
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Parmi les composants du SAC, on trouve les protéines Bub, Mad, Msp1 ainsi que la kinase 

BUBR1 qui sont rapidement liés puis libérés des kinétochores non attachés (Shin, 2003 ; Shah, 

2004). La protéine motrice de la famille des kinésines, CENPE, associée aux kinétochores, sert 

de détecteur de tension (Abrieu, 2000). Elle s’associe également à la kinase BubR1 et entraîne 

son activation impliquée dans le recrutement de l’hétérodimère Mad1/Mad2. Cette association 

entraîne un changement conformationnel de la protéine Mad2 qui permet son activation. La 

forme active de Mad2 forme alors un complexe avec BubR1 et Bub3 qui séquestre la protéine 

CDC20 empêchant ainsi l’activation de l’APC/C et l’ubiquitinylation subséquente de la sécurine 

et de la cycline B1 (Sudakin, 2001 ; Kops, 2005). Cette cascade de signalisation entraîne 

l’inhibition de la progression en anaphase. 

 

 La bi-orientation de tous les chromosomes correctement attachés aux microtubules permet 

de passer le SAC et d’autoriser la séparation des chromatides au cours de la progression des 

cellules en anaphase.  

 

2- Le ciblage pharmacologique du fuseau mitotique  
 

Une mauvaise ségrégation des chromosomes conduisant à l’aneuploïdie des cellules filles, 

contribue au développement des tumeurs. Les cellules tumorales deviennent aneuploïdes 

après avoir subi des divisions mitotiques aberrantes qui peuvent être causées par la présence 

d’un fuseau multipolaire, de défauts dans la cohésion des chromosomes ou de l’attachement 

au fuseau, ou encore par l’altération de la réponse du point de contrôle mitotique. Cependant, 

le ciblage des mécanismes responsables de la ségrégation des chromosomes fait partie des 

stratégies les plus efficaces utilisées en chimiothérapie anticancéreuse (Kops, 2005). 

 

Parmi les molécules thérapeutiques utilisées, on retrouve les agents ciblant les microtubules 

tels que les taxanes (taxol, docetaxel) et les alkaloïdes de la pervenche ou vinca (vinblastine, 

vincristine, vinorelbine, vindesine, vinflunine), qui induisent un arrêt en mitose en perturbant 

la polymérisation des microtubules (Dominguez-Brauer, 2015). Par des mécanismes différents, 

ces deux groupes de molécules pharmacologiques altèrent la dynamique des microtubules et 

inhibent la fonction du fuseau mitotique via l’activation du SAC qui induit un arrêt du cycle 

cellulaire (Stukenberg, 2015). Cependant, cet effet n’étant pas permanent, les cellules 
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cancéreuses peuvent survivre à l’arrêt en mitose induit par le SAC en quittant prématurément 

la mitose et s’échapper dans état tétraploïde en phase G1 pour recommencer un cycle 

cellulaire (Haschka, 2018). Cette sortie prématurée de mitose est le mécanisme principal par 

lequel les cellules cancéreuses contournent l’arrêt en mitose induit par les agents ciblant les 

microtubules et constitue une limite de l’efficacité de ces molécules en thérapie anticancéreuse 

(Liu, 2019). 

 

IV. Progression du cycle cellulaire et adhérence cellulaire  

 

La capacité des cellules à former des interactions intercellulaires est dépendante de la mise en 

place à leur surface de protéines jonctionnelles. Ces mêmes protéines, en partie responsables 

de la capacité des cellules à agréger entre elles (Saias, 2015 ; Gava, 2018), régulent ou peuvent 

être régulées par la progression des cellules dans le cycle cellulaire (Figure 34). D’autre part, 

l’adhérence des cellules au substrat est également modulable au cours de la prolifération des 

cellules, en particulier lors de l’arrondissement mitotique, processus spécifique qui modifie 

structurellement la morphologie cellulaire. 

 

1- Implication des cadhérines dans la progression du cycle cellulaire  

a) Au cours de la progression en G1 

 

En ce qui concerne la progression des cellules en G1 et l’expression membranaire des protéines 

jonctionnelles, il a été mis en évidence que la E-cadhérine, composante des jonctions 

adhérentes, était associée à la protéine pRb dans plusieurs aspects de régulation physiologique 

des cellules, tels que la croissance et la différenciation cellulaires (Batsché, 1998 ; Arima, 2008). 

En effet, l’inactivation de pRb entraîne une perte d’expression de la E-cadhérine associée à une 

augmentation du phénotype invasif des cellules. Sa réexpression est également responsable de 

l’expression membranaire de la protéine de jonction. Cette association est visible au niveau de 

l’aspect morphologique des cellules, qui subissent alors une modification de leur cytosquelette 

en fonction de la présence de ces deux protéines, aussi bien au niveau cellulaire qu’au niveau 

de la formation d’agrégats. 
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Plus spécifiquement au niveau du phénomène d’agrégation des cellules, il a été montré que les 

cellules tumorales pouvaient survivre à la mort cellulaire via la formation de structures 

agrégatives en augmentant leur expression membranaire de E-cadhérine dépendante d’un 

arrêt des cellules en phase G1 et de la protéine pRb (Day, 1999). A contrario, suite à une 

agression, les cellules en phase S ne forment pas d’agrégats et entrent en apoptose. Cette 

inhibition de la progression des cellules dans le cycle cellulaire et de l’arrêt de la croissance des 

cellules induite par la E-cadhérine est en partie médiée par l’augmentation de l’expression d’un 

inhibiteur de CDK, la protéine p27 (St Croix, 1998). 

 

b) Au cours de la mitose 

 

L’orientation de la division cellulaire définie la position des cellules filles au sein d’un tissu et 

contrôle ainsi son architecture et son devenir (Ragkousi, 2014). L’importance de l’orientation 

de cette division est soulignée dans différents troubles du développement qui sont la 

conséquence de divisions cellulaires mal orientées et qui peuvent également contribuer à la 

progression tumorale (Pease, 2011). Dans la plupart des tissus, les cellules sont reliées par des 

jonctions intercellulaires constituées de cadhérines. La perte de la E-cadhérine entraîne non 

seulement la perturbation de l’adhésion intercellulaire, mais également celle de l’orientation 

des divisions cellulaires (Gloerich, 2017). 

 

De plus, il existe une interdépendance entre l’attachement cellulaire et la signalisation du cycle 

cellulaire en partie attribuée aux cadhérines (Pugacheva, 2006). Par exemple, la b-caténine est 

une protéine multifonctionnelle qui joue un rôle important dans l’adhésion cellulaire mais qui 

est également essentielle à l’établissement du fuseau mitotique (Bahmanyar, 2008). De plus, la 

perte de caténine-p120, autre composant impliqué dans la stabilisation des jonctions 

adhérentes à la membrane plasmique, est responsable d’une altération des microtubules 

associée à un formation de fuseaux mitotiques anormaux et une génération de cellules 

polynucléées (Perez-Moreno, 2008). Certains constituants des jonctions adhérentes sont donc 

impliqués dans la régulation du cycle cellulaire notamment en ce qui concerne le bon 

déroulement du processus mitotique. 
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2- Les jonctions communicantes et la progression du cycle cellulaire  

 

D’autres protéines jonctionnelles, telles que les jonction gap, peuvent également être régulées 

de manière dépendante à la prolifération cellulaire. La phosphoryl ation des connexines, sous-

unités constitutives de jonctions gap, est un évènement régulateur responsable de la fermeture 

des canaux jonctionnels (Goodenough, 2003). La connexine 43, connexine prédominante des 

tissus épithéliaux, présente un état phosphorylation et une localisation variable au cours du 

cycle cellulaire. En effet, elle apparait uniquement membranaire en phase G0 avec un état de 

phosphorylation très bas. En phase S, elle présente une augmentation de son état de 

phosphorylation et une localisation à la membrane plasmique ainsi que dans les compartiments 

intracellulaires. En mitose, elle présente un troisième état de phosphorylation et sa localisation 

est uniquement cytoplasmique (Kanemitsu, 1998 ; Solan, 2005). De plus, l’assemblage des 

jonctions communicantes est également dépendant du cycle cellulaire. Il apparaît 50% plus 

efficace en phase G0 qu’en phase S (Solan, 2003). Enfin, la communication par les jonctions gap 

est également modulée au cours du cycle cellulaire. Modérée en phase G1/S, elle augmente en 

phase S et diminue lors des phases G2/M (Stein, 1992). 

 

3- Les jonctions serrées et la prolifération des cellules épithéliales 

a) Régulation de la progression en G1 

 

Les jonctions serrées sont impliquées dans la perméabilité des barrières épithéliales car elles 

permettent de limiter la diffusion dans l’espace paracellulaire. De plus, elles possèdent un rôle 

dans la régulation de la prolifération des épithéliums. Ce rôle est généralement associé à 

l’inhibition de la prolifération au cours de l’augmentation de la densité cellulaire et en 

conséquence, à l’assemblage des jonctions serrées (Matter, 2005). En outre, des composants 

des jonctions serrées, tels que la zonula occludens 1 (ZO-1), interagissent avec des facteurs de 

transcription impliqués dans la régulation de la progression dans le cycle cellulaire. Par 

exemple, le facteur de transcription ZONAB associé à ZO-1, permet de réguler la transition 

G1/S. En effet, sa séquestration par ZO-1 l’empêche d’interagir avec CDK4, un régulateur de la 

phase G1/S, et induit une diminution de la localisation nucléaire de CDK4 (Balda, 2003).  
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D’autre part, il a été montré que la zonula occludens 2 (ZO-2) était associée à l’arrêt des cellules 

en G0/G1 via l’inhibition de la cycline D1 (Tapia, 2009). L’analyse de son expression au cours du 

cycle cellulaire a révélé qu’elle entrait dans le noyau en fin de G1 et quittait le noyau des cellules 

en mitose. Ces résultats expliquent alors que ZO-2 se localise en bordure des cellules 

confluentes en quiescence et alors qu’au contraire, dans les cellules en prolifération, ZO-2 reste 

présente dans le noyau. 

 

b) Régulation de l’entrée en mitose 

 

Les jonctions serrées sont composées de protéines transmembranaires telles que les claudines 

et les occludines. En ce qui concerne les occludines, il a été montré qu’elles étaient impliquées 

dans la régulation de l’entrée des cellules en mitose via leur interaction avec les centrosomes 

(Runkle, 2011). En effet, la présence d’une forme phosphorylée d’occludine sur la sérine 490 a 

été détectée au niveau des centrosomes. L’inhibition de cette phosphorylation réduit la 

prolifération des cellules et altère la séparation des centrosomes et l’entrée en mitose. Ces 

données indiquent que l’occludine, composante des jonctions serrées, contribue à la 

séparation des centrosomes et à l’entrée en mitose par cette phosphorylation. 

 

4- Modulation de l’adhérence cellulaire au cours de l’arrondissement des 
cellules en mitose 

 

Les évènements associés à la progression en mitose sont coordonnés par de multiples 

protéines kinases et entraînent une modification de l’architecture cellulaire responsable de 

l’arrondissement des cellules en grande partie guidée par le cortex d’actomyosine (Heng, 

2010 ; Lancaster, 2014 ; Ramanathan, 2015 ; Champion, 2017) (Figure 35). En effet, dès la 

prophase, la réorganisation du cortex cellulaire permet de répartir la tension corticale grâce 

aux protéines ERM liant les filaments d’actine à la membrane plasmique. En métaphase, 

l’attachement des cellules au substrat est permis par la formation de fibres de rétraction qui 

remplacent les points d’adhésion focaux. Ce remodelage morphologique permet aux cellules 

de se détacher puis de se ré-attacher à la MEC en fin de mitose.  
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Néanmoins, alors que l’adhésion entre les cellules et la matrice est réduite au cours de la 

mitose, l’adhésion intercellulaire permise par les desmosomes, les jonctions serrées et les 

jonctions adhérentes est quant à elle maintenue entre les cellules épithéliales au cours de la 

division cellulaire (Baker, 1993). De plus, comme énoncé précédemment, cette même adhésion 

intercellulaire, notamment représenté par la E-cadhérine, permet de réguler l’orientation du 

fuseau mitotique et donc de la division cellulaire (Li, 2019). 

 

En conclusion, ces données présentent une partie des corrélations existantes entre la 

progression des cellules dans le cycle cellulaire, en particulier en G1 et en mitose, et la mise en 

place des protéines responsables de l’adhérence cellulaire telles que les jonctions 

intercellulaires, essentielles à la formation de clusters de cellules tumorales.  

 

Étant donné l’importance de la modulation des capacités d’adhésion cellulaire au cours de la 

progression des cellules dans le cycle cellulaire ainsi que l’expression différentielle de transcrits 

impliqués dans la régulation du cycle cellulaire entre les CTC individuelles et les clusters de CTC, 

nous sommes en mesure de nous demander si la position des cellules dans le cycle cellulaire 

module leur capacité à former des clusters ? Est-ce que le processus de clusterisation impacte 

la répartition des cellules dans le cycle cellulaire ? Au regard de l’émergence de thérapies anti-

tumorales visant à altérer la progression des cellules tumorales dans le cycle cellulaire, mes 

travaux de thèse ont eu pour objectif de définir l’impact de la progression des cellules 

tumorales dans le cycle cellulaire sur la formation de clusters en condition ancrage-

indépendant.  
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Résultats 
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Les travaux réalisés au cours de cette thèse seront présentés selon trois parties. La première 

partie des travaux présentés a pour objectif d'étudier l'impact de l'agrégation sur la progression 

des cellules dans le cycle cellulaire.  Les travaux présentés dans la deuxième partie portent sur 

l'étude de la dynamique de progression dans le cycle cellulaire et de la dynamique d'agrégation 

à l'échelle cellulaire. Enfin, la troisième partie sera consacrée à l'étude de l'impact de la 

perturbation de la progression dans le cycle cellulaire induite par des agents pharmacologiques 

sur la capacité des cellules tumorales à agréger et former des clusters.  
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Partie 1 : Étude de la répartition des cellules dans le cycle cellulaire au cours de 

la formation de clusters à l’échelle de la population cellulaire 
 

 

Les travaux réalisés par Day et collaborateurs (Day, 1999) avaient mis en évidence le lien qui 

existait entre la capacité des cellules à former des agrégats et leur résistance à l’anoïkis associée 

à un arrêt des cellules en phase G1. De plus, l’anoïkis des cellules, envisagée lorsque les cellules 

en suspension ne peuvent pas former d’interactions cellulaires, conduit à un arrêt du cycle 

cellulaire (Guadamillas, 2011). Ces différents éléments présentés dans la littérature nous ont 

ainsi amené à nous questionner sur l’effet propre du processus d’agrégation en condition 

ancrage-indépendant sur la répartition des cellules dans le cycle cellulaire et nous ont conduit 

à mettre au point les expériences suivantes. Dans cette première partie, très brève, nous nous 

sommes demandé si le processus de d’agrégation cellulaire impactait, à l’échelle de la 

population cellulaire globale, la progression et par conséquent la répartition des cellules dans 

le cycle cellulaire.  

 

Afin d’étudier l’impact de l’agrégation sur la répartition des cellules dans le cycle cellulaire, des 

cellules tumorales mammaires de la lignée MCF-7 asynchrones ont été ensemencées dans des 

plaques ultra-low attachement puis centrifugées pour leur permettre de former les agrégats 

de plus en plus compacts et sphériques au cours du temps selon la méthodologie 

précedemment développée dans l’équipe (Saias, 2015). Dans ces conditions, les cellules sont 

sans adhérence au support et se regroupent en clusters (Figure 36A). Afin d’évaluer l’impact 

de l’agrégation sur la répartition des cellules dans le cycle cellulaire au sein de ces clusters, les 

agrégats de cellules ont été prélevés, dissociés, et fixés à différents temps au cours de 

l’agrégation. Une incorporation d'EdU de 30mn a été réalisée préalablement à la fixation afin 

de pouvoir évaluer le pourcentage de cellules en phase S. Après dissociation mécanique par 

aspiration/refoulement et chimique par un traitement à la trypsine, l'analyse en cytométrie de 

flux du co-marquage de l’ADN et de l'EDU incorporé au cours de la réplication réalisée après 

2h, 4h et 6h d'agrégation nous révèle une très faible variation des pourcentages de répartition 

des cellules dans les phases du cycle au cours du temps. La répartition en phase G1 varie entre 

60 et 55%, celle en phase S varie entre 25 et 27% et celle en G2/M varie entre 13 et 17%  
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(Figure 36 A et D). La répartition des cellules MCF-7 semble donc stable au cours des étapes 

précoces du processus d'agrégation sans tendance d’accumulation des cellules dans une phase 

particulière du cycle cellulaire. 

 

Sur une cinétique similaire réalisée en parallèle sur des cellules qui ont été ensemencées sur 

un support adhérent, on constate une variabilité de l’ordre de 10% entre les phases G1 et S : 

60% de G1 et 26% de S pour les cellules en cours d'agrégation (Figure 36A) contre 51% de G1 

et 31% de S pour les cellules sur support adhérent (Figure 36 B et D). De la même façon une 

très faible variabilité des pourcentages au cours du temps est observée. 

 

Nous avons par la suite voulu nous assurer que la répartition des cellules dans le cycle cellulaire 

au cours de l’agrégation n’était pas uniquement liée à l’absence d’ancrage au support et à la 

mise en suspension des cellules. Pour cela, nous avons réalisé les mêmes expériences avec des 

cellules maintenues en suspension sous agitation ne pouvant pas agréger entre elles (Figure 36 

C et D). Dans ces conditions, la proportion de cellules en G2/M est légèrement supérieure, en 

comparaison avec les autres conditions, aux alentours des 20%. Après 4h, on observe que la 

proportion des cellules en phase G1 diminue jusqu’à 43% et est à nouveau de 50% après 6h en 

suspension. La répartition en phase S subit quant à elle une légère diminution entre 2h (36% 

de cellules en phase S) et 6h (28% de cellules en phase S) de mise en suspension. L’évolution, 

certes modérée, de la répartition des cellules maintenues en suspension sous agitation ne 

semble pas non plus indiquer de tendance d’accumulation des cellules dans une des phases du 

cycle cellulaire.  

 

Ces premiers résultats montrent que la mise en suspension des cellules pour réaliser l'étude 

dynamique de leur capacité à agréger et former des clusters ne provoque pas un arrêt général 

et rapide des cellules dans une phase particulière du cycle cellulaire. De la même manière, 

l'agrégation, en condition d'absence d'ancrage au support de culture, ne semble pas provoquer 

d'altération de la progression dans le cycle cellulaire à l'échelle globale de la population de 

cellules analysée. 
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Discussion  

 

Les résultats indiquent que la répartition des cellules dans les différentes phases du cycle 

cellulaire reste stable au cours du temps et équivalente entre les différentes conditions (Figure 

36D). Ces premières expériences, assimilées à des conditions contrôles pour les 

expérimentations réalisées dans les parties suivantes, nous permettront d’étudier l’effet 

propre de l’impact d’une synchronisation dans une des phases du cycle cellulaire sur la capacité 

des cellules à former des clusters sans contribution de ce même processus à modifier la 

répartition des cellules dans le cycle cellulaire et de pallier la possibilité d’une mauvaise 

interprétation des résultats. 

  

Day et collaborateurs ont montré qu'après induction de l'apoptose sur des cellules en condition 

adhérente, la survie cellulaire était associée à une expression de la E-cadhérine et une 

agrégation des cellules.  Ils ont également montré une accumulation en phase G1 après 48h 

d'agrégation. Ainsi la cinétique analysée est très différente de celle étudiée dans nos travaux. 

Par ailleurs, des travaux réalisés dans l’équipe avaient mis en évidence l'existence d'un gradient 

de prolifération au sein de sphéroïdes générés de manière équivalente aux agrégats formés 

dans cette première partie après plusieurs jours de culture (Laurent, 2013). Au cours de la 

formation de structures plus complexes et organisées, il apparaît donc que la formation de 

structures agrégatives modifie la répartition des cellules dans le cycle cellulaire, de manière 

globale ainsi que spatialement dans l’agrégat lui-même (Figure 37). L'arrêt en phase G1 mis en 

évidence par Day et al. est associé à une hypophosphorylation de la protéine pRb, suggérant 

que la régulation de l'engagement dans le cycle cellulaire au point de restriction puisse être 

impliquée dans la modulation de la capacité des cellules à former des clusters.  

 

Enfin, on constate qu’il n’apparaît pas de différence de répartition des cellules dans le cycle 

cellulaire entre les agrégats en suspension et les cellules adhérentes au support au cours du 

temps imparti. Or, la capacité des cellules à proliférer dépend en partie de l’adhérence des 

cellules à la MEC, notamment grâce à la présence des intégrines (Lee et Juliano, 2004). Lors de 

la formation de clusters, la présence des seules interactions cellulaires permet de maintenir la 

survie et la cohésion de l’agrégat tumoral (Gkountela, 2019). Ici, on constate également que  
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les cellules conditionnées dans les deux types d’environnement différents, sur support 

adhérent et en agrégation, présentent des répartitions similaires dans le cycle cellulaire 

pendant au moins 6 heures. Sur le temps étudié, la présence des interactions cellule-cellule 

dans les agrégats en suspension est au moins aussi efficace que les interactions cellule-cellule 

et cellule-matrice mises en place par les cellules adhérentes pour maintenir la prolifération des 

cellules et la répartition dans le cycle cellulaire.  

 

Ainsi, l’agrégation des cellules tumorales MCF-7 en condition ancrage-indépendant n’induit pas 

de modification de la répartition des cellules dans le cycle cellulaire au cours des étapes 

précoces de la formation de clusters. De plus, les interactions intercellulaires responsables de 

la cohésion des agrégats semblent aussi efficaces que les interactions présentent en condition 

d’ancrage au support pour maintenir la prolifération des cellules. Cependant, les données 

issues du modèle étudié traduisent l’évolution du cycle cellulaire au niveau de la population 

globale mais ne permettent pas de déterminer la progression des cellules individuelles dans le 

cycle au cours de la formation de clusters. 
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Partie 2 : Étude de la relation entre dynamique d’agrégation cellulaire et 

dynamique de progression au point de restriction 

 

L’essai d’agrégation précédemment utilisé ne nous permettait pas d’apprécier la mise en place 

des interactions à l'échelle cellulaires au cours de l’agrégation du fait de la trop grande densité 

cellulaire présente au sein des clusters en cours de formation. Il n'était donc pas adapté pour 

analyser la capacité des cellules à s'engager dans la formation d'un cluster en fonction de leur 

position dans le cycle cellulaire. Dans le but de caractériser plus spécifiquement le 

comportement des cellules au cours de la formation des clusters en fonction de l’engagement 

des cellules dans le cycle cellulaire, nous avons donc développé un nouvel essai pour 

caractériser ce processus à l'échelle de la cellule unique. 

 

I. Principe de l’essai à faible densité permettant de caractériser le 
comportement cellulaire au cours de la formation de clusters  

 

Afin d’analyser le comportement des cellules individuelles au cours du processus d’agrégation, 

des travaux antérieurs réalisés dans l’équipe ont permis le développement de microdispositifs 

constitués de micropuits en PDMS. Ces dispositifs permettent de suivre la formation de clusters 

à partir d’une quinzaine de cellules sans adhérence au support et sont parfaitement optimisés 

pour réaliser le suivi des cellules individuelles en vidéomicroscopie. Grâce au développement 

de différents logiciels d’analyse d’image, plusieurs paramètres morphologiques et descriptifs 

du comportement des cellules peuvent être ainsi quantifiés au cours de la formation de 

clusters. 

 

1- Présentation des microdispositifs en PDMS et optimisation d’un essai 
d’agrégation ancrage-indépendant pour le suivi à l’échelle cellulaire  

 

Dans le but d’adapter la dimension des puits à la densité cellulaire, nous avons utilisé des 

micropuits d’un diamètre de 450µm dont la totalité de la surface peut être imagée en une seule 

prise de vue et en un seul plan focal avec un objectif 10x permettant également d’analyser 

chaque cellule individuellement au cours de l’essai d’agrégation. Ces dispositifs sont fabriqués 

en PDMS à partir d’un moule en silicium présentant des répliques inversées des micropuits. 
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Des timbres de PDMS comportant 9 micropuits sont découpés et fixés dans les chambres d’une 

boîte de culture cellulaire ayant un fond en verre adapté à la vidéomicroscopie.  

 

Les dispositifs ainsi créés sont stérilisés sous rayons UV et pour que les cellules n’adhèrent pas 

au support en PDMS, les timbres sont pré-traités par un tensioactif, le Pluronic F-127, qui 

permet de diminuer l’adhésion cellulaire au dispositif. Afin de réaliser le suivi des cellules au 

cours de l’agrégation, nous avons utilisé des cellules de la lignée d’adénocarcinome mammaire 

MCF-7, modifiées pour exprimer la protéine fluorescente LifeAct-mCherry, marqueur qui 

permet de visualiser les filaments d'actine et de révéler ainsi la morphologie des cellules (Rield, 

2008), ou préalablement incubées en présence du marqueur membranaire fluorescent, le Cell-

Mask Plasma Membrane (Figure 38).  

 

Les images obtenues nous permettent de suivre en lumière transmise et en fluorescence le 

déplacement et le comportement des cellules en cours de l’agrégation. Après trois heures 

d’acquisition, les cellules se regroupent spontanément et progressivement en clusters au sein 

des microdispositifs.  

 

2- Analyse de la dynamique cellulaire au cours de l’agrégation en micropuits 

 

L’utilisation de marqueurs ou rapporteurs fluorescents permet, sur les images de microscopie, 

de segmenter chaque cellule au début de l’acquisition puis de les suivre jusqu’à la formation 

progressive des clusters. Au cours de l’agrégation des cellules en condition ancrage-

indépendant, on constate que les cellules développent des extensions membranaires (Figure 

39 A et B). L’analyse des paramètres morphologiques des cellules isolées au cours de la 

formation de clusters donne des indications sur la dynamique de déformation cellulaire 

observée au cours de l’agrégation (Figure 39C). Ces paramètres sont : i) le rapport de forme ou 

« aspect ratio », qui correspond au grand axe de la cellule sur son petit axe et ii) la circularité 

des cellules qui correspond au rapport de l’aire sur le périmètre et varie de 0 à 1 pour un cercle 

parfait. Les cellules individuelles ont été analysées uniquement sur une heure de temps de 

formation de clusters, afin que toutes les interactions cellulaires n’aient pas encore abouti à la 

formation des clusters finaux.  
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De plus, une analyse de la dynamique de formation des clusters est réalisée d’une part via la 

quantification du nombre d’objets individuels identifiés à chaque pas de temps dont la 

diminution progressive rend compte de l’agrégation et de la formation de clusters (Figure 39D).  

 

Pour rendre compte du déplacement des cellules au sein des microdispositifs, nous avons 

également évalué la motilité des cellules en mesurant leur vitesse et la persistance de leur 

mouvement, qui représente la capacité des cellules à maintenir la même direction au cours de 

leur déplacement, grâce à l’utilisation du logiciel Imaris. A partir du signal de fluorescence des 

cellules, il permet de réaliser un tracé représentatif du déplacement des cellules au cours de la 

formation de clusters et d’en extraire plusieurs paramètres dynamiques (Figure 39E).  

 

Enfin, une analyse plus spécifique des clusters formés est réalisée (Figure 40). Afin de quantifier 

l’efficacité de la formation de clusters dans ces conditions, nous avons analysé l’aire occupée 

par les cellules au cours de l’agrégation et ainsi déterminé le ratio de l’aire initiale sur l’aire 

finale occupée par les cellules. Sur les plus gros clusters formés en fin d’acquisition, les données 

morphologiques ont également été extraites. Ces paramètres sont le reflet de la compaction 

des clusters. En effet, plus le rapport entre l’aire initiale occupée par les cellules et l’aire finale 

sera élevé, plus les cellules se seront structurées pour former des clusters compacts. De la 

même façon, plus les clusters formés seront circulaires, arrondis et avec un faible aspect ratio, 

plus les structures formées seront sphériques et condensées.  

 

II. Étude de l’engagement au point de restriction, basé sur l’analyse 
de l’activité CDK2, au cours de la formation de clusters  

 

Les expériences précédentes avaient pour but d’étudier l’impact de la clusterisation sur la 

répartition des cellules dans le cycle cellulaire via l’analyse de la population cellulaire globale 

dans des plaques 96 puits. Pour compléter cette étude, nous avons analysé la capacité des 

cellules tumorales individuelles à former de clusters dans les microdispositifs en fonction de 

leur position au cours de la phase G1 et de leur engagement dans le cycle cellulaire. 
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1- Validation d’un modèle de cellules MCF-7 exprimant le rapporteur de 
l’activité de CDK2, DHB-mVenus 

 

Pour réaliser cette étude, Odile Mondésert, ingénieur dans l'équipe, a établi une lignée MCF-7 

exprimant le rapporteur de l'activité de CDK2 publié par S. Spencer qui comprend les acides 

aminés 994 à 1087 de l'hélicase B humaine en fusion avec la protéine fluorescente mVenus 

(DHB-mVenus) (Hahn, 2009). Ce rapporteur fluorescent permet de suivre l’évolution de 

l’activité CDK2 et d’en déduire la progression des cellules au point de restriction grâce à 

l’analyse de la localisation subcellulaire de la protéine DHB-mVenus dépendante de sa 

phosphorylation par la kinase CDK2. En effet, la protéine DHB-mVenus est nucléaire lorsque 

l'activité de CDK2 est faible dans les cellules en G1 avant le passage du point de restriction (G1 

pré-R). Après le point de restriction, lorsqu’elle est phosphorylée par CDK2, elle se relocalise 

dans le cytoplasme pour devenir ensuite uniquement cytoplasmique au cours de la progression 

dans le cycle cellulaire (Spencer, 2013). Par ailleurs, la lignée MCF-7 établie dans notre équipe 

co-exprime avec ce rapporteur une histone H2B en fusion avec la protéine fluorescente 

mCherry (lignée MCF-7 DHB-mVenus/H2B-mCherry). La présence de ce second marqueur 

permettra de visualiser l’ensemble des noyaux cellulaires et ainsi de déterminer la localisation 

de la protéine DHB via la superposition des deux signaux fluorescents (Figure 41A). 

 

Afin de valider la lignée la lignée cellulaire établie, nous avons dans un premier temps quantifié 

l’évolution de l’activité de CDK2 dans des cellules individuelles de la lignée MCF-7 DHB-mVenus 

H2B-mCherry en culture adhérente avant de poursuivre par l’analyse au cours de la formation 

des clusters en microdispositifs. Les cellules ont été ensemencées et suivies pendant 60h par 

vidéomicroscopie avec une fréquence d’acquisition d’une image toutes les 10 minutes (Figure 

41B). La localisation subcellulaire de la protéine de fusion DHB-mVenus associée au marquage 

du noyau par la H2B-mCherry nous permet de déterminer la position des cellules dans le cycle 

cellulaire. Les cellules qui possèdent une localisation principalement cytoplasmique du signal 

mVenus sont considérées en G1 post-R. Pour les cellules en mitose, identifiables grâce à la 

condensation de la chromatine visualisée à l’aide de l’histone H2B-mCherry, du fait de la 

rupture de l’enveloppe nucléaire, on observe une répartition diffuse du signal dans toute la 

cellule. En sortie de mitose, les cellules entrent en phase G1 pré-R avec une localisation 

majoritairement nucléaire du signal de fluorescence de DHB-mVenus (Figure 41C). 
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Pour quantifier la répartition nucléo-cytoplasmique de la protéine DHB-mVenus, un masque 

binaire correspondant au noyau est créé à partir de la fluorescence de la protéine H2B-

mCherry. A partir de ce masque, un anneau est créé (ring) par son élargissement de 2µm, de 

façon similaire à la méthodologie de quantification décrite par S. Spencer et collaborateurs 

(Spencer, 2013). La quantification du signal de la protéine DHB-mVenus dans le noyau et le ring 

permet de déterminer le ratio des intensités de fluorescence nucléaire et cytoplasmique.  Ce 

ratio reflète l’activité CDK2 des cellules (Figure 42A). Les cellules ayant franchi le point de 

restriction possèdent un ratio cyto-nucléaire supérieur à 1. En mitose, la valeur de ce ratio 

atteint des valeurs proches de 1. Lorsque les cellules entrent en phase G1, la valeur du ratio 

diminue et est inférieure à 1 (Figure 42B). Un tracé correspondant aux valeurs du ratio de 

chaque cellule est réalisé et reflète l’évolution de l’activité CDK2 au cours du cycle cellulaire. 

Ceci est permis grâce à une fonction de tracking des cellules, disponible dans la macro ImageJ 

développée pour réaliser cette analyse par Mathieu Vigneau, ingénieur responsable du 

traitement d’image à l’ITAV, qui utilise la méthode du centroïde le plus proche pour associer à 

la cellule initiale une nouvelle position sur le temps suivant.  

 

Afin d’identifier un temps identique pour toutes les cellules et ainsi de comparer l’évolution du 

ratio cyto-nucléaire de la fluorescence de la protéine DHB-mVenus, les cellules en métaphase 

ont été identifiées et le pas de temps correspondant ajusté au temps 0. Chaque cellule 

individuelle est analysée sur des temps pré et post-métaphase, et les données quantitatives 

(en valeur relative) de l’évolution de l’activité CDK2 de chaque cellule sont comparées sur les 

mêmes temps d’acquisition. Le temps 0 correspond alors à la métaphase identifiée, les valeurs 

de temps rendues négatives sont pré-métaphasiques et le temps en valeurs positives sont post-

métaphasiques (Figure 42C). Comme cela a été décrit dans la littérature, on observe une valeur 

élevée de l’activité CDK2 en phase pré-métaphasique, puis une chute de cette valeur au cours 

de la progression en mitose qui diminue autour de la valeur 1 en métaphase. Les cellules post-

métaphasiques présentent des valeurs d’activité CDK2 inférieures à 1, pouvant être associée à 

leur progression en G1. On obtient alors pour chaque cellule suivie, un tracé correspondant à 

l’évolution de la valeur du ratio cyto-nucléaire de la protéine DHB-mVenus, reflet de l’activité 

CDK2 au cours du temps d’acquisition. Par ailleurs, pour certaines de ces cellules, dont le tracé 

est identifié en vert, on observe une augmentation puis une diminution très rapide de leur 

activité CDK2 caractérisant une ré-entrée précoce en mitose ou un phénomène non identifié  
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sur les acquisitions en vidéomicroscopie et responsable de cette modulation de l’activité CDK2. 

Les analyses suivantes ne prendront pas en considération ces situations exceptionnelles. 

 

Le modèle cellulaire développé nous permet donc de pouvoir suivre la progression de cellules 

individuelles dans le cycle cellulaire grâce à la valeur du ratio cyto-nucléaire de la protéine DHB-

mVenus. 

 

2- Suivi en temps réel de l’activité CDK2 dans les cellules individuelles au cours 
du processus d’agrégation 

 

Après avoir établi la méthodologie permettant de suivre les variations de l’activité de CDK2 

dans les cellules de la lignée MCF-7 DHB-mVenus/H2B-mCherry en relation avec leur position 

dans le cycle cellulaire, nous avons réalisé le même suivi individuel sur des cellules au cours du 

processus d'agrégation en condition non adhérente dans les microdispositfs dans l'objectif 

d'étudier si les capacités des cellules à former des clusters sont différentes en fonction de 

l’engagement des cellules dans le cycle cellulaire. 

 

a) Évolution de l’activité CDK2 des cellules MCF7 au cours de la formation de clusters 
en micropuits  

 

Nous avons tout d’abord vérifié qu’il était possible d’identifier la répartition dans le cycle 

cellulaire des cellules MCF-7 DHB-mVenus/H2B-mCherry ensemencées à faible densité en 

micropuits en condition d’absence d’ancrage au support. Les cellules ont donc été 

ensemencées dans les microdispositifs à une densité d’environ 15 cellules par micropuits et 

ont été suivies pendant 1h30 par vidéomicroscopie en lumière transmise et en fluorescence à 

une fréquence d’une acquisition toutes les 50 secondes (Figure 43A).  

 

La valeur du rapport du signal de fluorescence de la protéine DHB-mVenus nous donne alors 

une indication sur la répartition des cellules dans le cycle cellulaire. Comme présenté sur la 

figure 60B, certaines cellules présentent un signal majoritairement nucléaire et sont 

caractérisées par une valeur de ration inférieure à 1 (cellule 1). Ces cellules sont considérées 

en G1 pré-R. Le signal de fluorescence de la protéine DHB-mVenus est réparti de façon 

homogène dans certaines cellules dont la chromatine n’est pas condensée (cellule 2).   
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Ces cellules présentent un ratio ayant une valeur proche de 1 et sont considérées en phase G1 

post-R. D’autres cellules présentent un signal majoritairement cytoplasmique avec un ratio 

supérieur à 1 et seraient des cellules ayant clairement franchi le point de restriction (cellules 

3). Ces cellules sont considérées en phases S et G2. Enfin les cellules en mitose sont clairement 

identifiables par la condensation de la chromatine visualisée grâce à la protéine H2B-mCherry 

(cellule 4). Ainsi, comme précédemment décrit, les cellules en phase G1 pré-R présentent un 

signal de fluorescence principalement nucléaire pour la protéine DHB et présentent une faible 

valeur du ratio cytoplasme-noyau. Après le passage du point de restriction, le signal de la 

protéine DHB-mVenus est présent dans le cytoplasme jusqu’à devenir presque absent du noyau 

en S/G2. Au cours de cette relocalisation cytoplasmique de la protéine, la valeur du ratio cyto-

nucléaire augmente pour devenir supérieure à la valeur 1. En mitose, la rupture de l’enveloppe 

nucléaire abolit la compartimentation de la protéine DHB-mVenus, qui se retrouve répartie 

dans toute la cellule, le ratio du signal fluorescent est alors proche de la valeur 1 (Figure 43B). 

Ces données montrent qu’il est possible de suivre la localisation nucléo-cytoplasmique de la 

protéine DHB-mVenus dans les cellules individuelles au cours du processus d’agrégation dans 

les micropuits. 

 

Sur la base de cette méthodologie, nous avons suivi l’évolution de l’activité CDK2 des cellules 

tumorales mammaires au cours de l'agrégation dans les microdispositifs en PDMS en condition 

non adhérente au support. Sur des expériences de vidéomicroscopie de 90 minutes, les cellules 

individuelles sont analysées sur la durée maximale pendant laquelle le signal de la protéine 

H2B-mCherry permet de segmenter leur noyau et de suivre le déplacement de la cellule. On 

obtient alors pour chaque cellule suivie, une courbe correspondant à l’évolution de l'activité 

CDK2 au cours du temps d’acquisition (Figure 44A). Il apparaît que l’ensemble des cellules 

possèdent une activité CDK2 relativement stable au cours du temps. Néanmoins, on observe 

parmi la population cellulaire deux groupes de cellules qui se distinguent par la valeur du ratio 

cyto-nucléaire du signal mVenus. Le premier groupe possède une valeur de ratio centrée 

autour de la valeur 1 indiquant que ces cellules seraient positionnées entre le G1 post-R et la 

mitose. Le deuxième groupe possède une valeur de ratio beaucoup plus faible centrée autour 

de la valeur 0,5 qui correspondrait à des cellules en G1 pré-R (Figure 44B).  
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Ainsi, bien que l’activité propre de CDK2 des cellules isolées reste stable au cours de la 

clusterisation, l’analyse du ratio nucléo-cytoplasmique de la protéine DHB-mVenus permet de 

distinguer des cellules dont l’engagement au point R est différent. 

 

Les analyses réalisées par la suite seront basées sur la comparaison des données des cellules 

dont l’activité CDK2 est élevée et centrée autour de la valeur 1, et des cellules dont l’activité 

CDK2 est plus faible et largement inférieure à la valeur 1. L’objectif de cette approche est de 

comparer le comportement au cours de l’agrégation des cellules qui n’ont pas franchi le point 

de restriction en G1 et qui possèdent une faible activité CDK2 et des cellules qui ont franchi le 

point R, progressé dans le cycle et qui possèdent une activité CDK2 élevée.  

 
b) Aspect morphologique des cellules en cours d’agrégation en fonction de 
l’engagement au point R. 

 

Pour déterminer si l’engagement au point R est déterminant sur la capacité des cellules MCF-7 

à former des extensions membranaires au cours de l’agrégation, nous avons poursuivi l'analyse 

à l’échelle cellulaire et caractérisé l’aspect morphologique des cellules en fonction de l’activité 

CDK2 des cellules au cours de la formation de clusters. Afin de pouvoir segmenter les cellules, 

un marqueur membranaire fluorescent, le CellMask DeepRed, a été rajouté dans le milieu de 

culture des cellules de la lignée MCF-7 DHB-mVenus/H2B-mCherry 10 minutes avant de les 

ensemencer dans les microdispositifs. Les données morphométriques obtenues sur chaque 

cellule ont été analysées en relation avec leur niveau d'activité de CDK2. Les résultats obtenus 

montrent que les cellules à forte activité CDK2 semblent plus arrondies et développent moins 

d'extensions cellulaires que les cellules à faible activité CDK2 (Figure 45A). La détermination de 

l’aspect ratio des cellules au cours de l'agrégation (Figure 45B) montre en effet que les cellules 

à faible activité CDK2 présentent un aspect ratio moyen significativement plus élevé que les 

cellules à forte activité CDK2 (Figure 45C). Néanmoins, la circularité moyenne des cellules ne 

semble pas différente entre les deux populations analysées (Figure 45D).  

 

Ainsi, les cellules à faible activité CDK2, majoritairement en phase G1 pré-R, ont un aspect 

morphologique différent et semblent former davantage de protrusions au cours du processus 

d'agrégation en comparaison avec des cellules engagées dans le cycle cellulaire.  
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c) Efficacité des interactions cellulaires au cours de la formation de clusters en 
micropuits en fonction de l’engagement des cellules au point R 

 

Nous avons ensuite mesuré l’efficacité des interactions dans l'agrégation cellulaire en 

déterminant l'évolution du nombre des clusters formés au cours du temps avant l’obtention 

des clusters finaux (Figure 46). Pour réaliser cette analyse, nous avons comparé des micropuits 

composés en majorité de cellules à faible activité CDK2 (comprenant un maximum de 2 cellules 

à forte activité CDK2) (Figure 46A) à ceux comportant une majorité de cellules à forte activité 

CDK2 (comprenant un maximum de 2 cellules à faible activité CDK2) (Figure 46B) sur la durée 

totale d’acquisition. Nous pouvons observer que les deux courbes obtenues sont similaires au 

cours des 45 premières minutes de l'essai d'agrégation et que, par la suite, le nombre 

d'éléments individuels détectés diminuent plus rapidement dans les micropuits composés 

majoritairement de cellules à faible activité CDK2, ce qui correspond à une agrégation plus 

rapide des cellules qui forment des clusters mais dont la taille augmente progressivement, le 

nombre d’éléments individuels diminuant en parallèle. Cette différence peut être 

quantitativement objectivée par la détermination du temps de demi-clusterisation qui est le 

temps auquel est atteint le nombre de clusters correspondant à la moitié de la différence entre 

les éléments détectés au temps initial et au temps final. Le temps de demi-clusterisation est de 

101,3 minutes pour les cellules à forte activité CDK2 et de 47,5 minutes pour les cellules à faible 

activité CDK2. Le nombre final de clusters formés est également plus faible dans les micropuits 

comportant majoritairement de cellules à faible activité CDK2. 

 

Pour compléter ces résultats, nous avons déterminé le degré de compaction des clusters 

formés par une analyse des paramètres morphologiques réalisée entre les puits contenant une 

majorité de cellules à forte activité CDK2 et ceux contenant une majorité de cellules à faible 

activité CDK2 (Figure 47). Tout d’abord, la mesure du ratio de l’aire initiale occupée par les 

cellules en début d’acquisition sur l’aire finale après 1h30 de clusterisation (Figure 47A) est 

moins élevée pour les clusters formés majoritairement par des cellules à forte activité CDK2, 

situées entre la G1 post-R et la mitose, que pour ceux formés majoritairement de cellules à 

faible activité CDK2, situées en G1 pré-R, indiquant une meilleure compaction des clusters 

formés de cellules à faible activité CDK2. En ce qui concerne l’aspect de ces clusters, l’analyse 

des paramètres morphologiques indiquent que les clusters formés de cellules à forte activité  
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CDK2 présentent un aspect ratio plus élevé en comparaison avec ceux formés de cellules à 

faible activité CDK2 dont la valeur de l’aspect ratio est moins élevée (Figure 47B), suggérant 

que ces derniers sont plus compacts. Cependant, la circularité des clusters formés dans les deux 

conditions n’est pas différente selon la prédominance de cellules à forte ou faible activité CDK2 

(Figure 47C). 

 

Ainsi, bien que le nombre d’interactions cellulaires soit similaire quelle que soit l'activité CDK2 

des cellules, ces résultats suggèrent que ces interactions sont plus efficaces et stables pour 

former des clusters plus compactes et organisés dans les puits composés principalement de 

cellules à faible activité CDK2 et donc positionnées en phase G1 pré-R. 

 

d) Vitesse de déplacement des cellules au cours de la formation de clusters dans les 
micropuits en fonction de l’engagement des cellules au point R 
 

Pour compléter cette analyse, nous nous sommes demandé si cette différence d’efficacité des 

cellules à former des clusters était liée à la vitesse de déplacement des cellules au sein des 

micropuits. Le logiciel Imaris a été utilisé pour réaliser un tracking des cellules basé sur la 

détection de la protéine nucléaire H2B-mCherry. A partir des tracés de déplacement obtenus, 

les paramètres de motilité peuvent être extraits. Les données extraites de vitesse (Figure 48A) 

et de persistance du déplacement (Figure 48B) montrent que les cellules à forte et à faible 

activité CDK2 présentent des motilités similaires caractérisées par une vitesse moyenne 

équivalente, entre 2 et 3µm par seconde, ainsi qu’une persistance du mouvement comparable 

entre 0,4 et 0,6. L'analyse de l’évolution de la vitesse au cours du temps, ne révèle pas non plus 

de différence entre les cellules à forte et à faible activité CDK2 (Figure 48C). Ainsi, bien que 

dans les puits composés en majorité de cellules à faible activité CDK2, principalement en phase 

G1 pré-R, la formation de clusters au cours du temps soit plus efficace, il n’apparaît pas que 

cela soit lié à une différence de vitesse de déplacement des cellules au cours de l'agrégation. 

 

En conclusion, ces travaux basés sur l’utilisation d’une lignée MCF-7 exprimant de façon stable 

un rapporteur fluorescent de l'activité de CDK2, nous ont permis d’évaluer les relations entre 

l’engagement des cellules au point R et le processus d'agrégation. Les résultats obtenus 

suggèrent que les capacités des cellules à former des clusters sont différentes en fonction de  
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leur engagement au point R. Nous avons ainsi montré que les cellules à faible activité CDK2, 

positionnés en phase G1 pré-R, présentaient des caractéristiques spécifiques liées à la 

formation de clusters telles que le plus large développement de protrusions membranaires et 

une meilleure capacité à former des clusters compacts au cours du temps. 

 

Discussion 

La deuxième partie de ces travaux de thèse s’est attachée à caractériser la dynamique 

d’agrégation des cellules de la lignée MCF-7 à l’échelle cellulaire et à étudier ce processus en 

fonction de leur progression en phase G1. Pour y parvenir, la fabrication de micropuits en PDMS 

possédant un faible diamètre a rendu possible la réalisation et l’exploitation d’un essai 

d’agrégation à très faible densité cellulaire en condition ancrage-indépendant (Figure 38).  

 

Grâce à l’utilisation de la méthodologie d’analyse de l’agrégation dans ce dispositif 

expérimental, nous avons observé la mise en place de larges déformation membranaires au 

cours de la formation des clusters en condition ancrage-indépendant précédemment 

identifiées dans l’équipe (Bonnet et al., 2020, en révision). Dans ces précédents travaux, la 

mesure de l’aspect ratio des cellules tumorales au cours de l’agrégation en micropuits en 

condition ancrage-indépendant a permis de caractériser ces protrusions membranaires comme 

étant des structures très dynamiques (Figure 49A). De plus, l’utilisation d’inhibiteurs du 

cytosquelette d’actine, le CK666 et la latrunculine A, modifie la morphologie des cellules et 

entraîne la diminution significative de leur aspect ratio au cours de l’agrégation en micropuits, 

révélant que ces structures sont actine-dépendantes (Figure 49B). Enfin, l’analyse des 

paramètres morphologiques caractérisant la compaction clusters en micropuits suggère que 

ces protrusions soient impliquées dans l’efficacité de formation des clusters en condition 

ancrage-indépendant (Figure 49C). La formation d’extensions membranaires, appelées 

« microtentacules » et dépendante de la formation des microtubules, avaient également été 

mises en évidence à la surface de CTC mammaires et la présence de ces extensions avait été 

associée à une amélioration du ré-attachement des cellules à la MEC ainsi qu’à d’autres cellules 

(Whipple, 2007 ; Matrone, 2010).  
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Par ailleurs, dans le but de pouvoir comparer les paramètres caractérisant la formation de 

clusters en fonction de la progression des cellules dans le cycle cellulaire, nous avons également 

utilisé une lignée exprimant un rapporteur de l’activité CDK2 des cellules, la lignée MCF-7 DHB-

mVenus/H2B-mCherry, permettant d’apprécier l’engagement des cellules dans le cycle 

cellulaire au point de restriction en fonction de la localisation subcellulaire de la protéine 

fluorescente DHB-mVenus (Figure 41). La validation de ce modèle a d’abord été effectué sur 

des cellules proliférant sur support adhérent grâce à une méthodologie de quantification de 

l’activité CDK2 similaire à celle décrite dans les travaux de Spencer et collaborateurs (Spencer, 

2013) (Figure 42). De manière comparable aux travaux de cette équipe, nous avons obtenu des 

résultats montrant que l’activité CDK2 est élevée avant la division cellulaire puis chute au cours 

de la mitose pour ré-augmenter progressivement lors de l’évolution des cellules dans un 

nouveau cycle cellulaire. Néanmoins, parmi les cellules sortant de mitose, les auteurs ont 

constaté que deux populations cellulaires se distinguaient par leur niveau d’activité CDK2 

(Figure 50). Une de ces populations sort de mitose avec un niveau intermédiaire d’activité CDK2 

(Figure 50B), leur permettant de rejoindre un nouveau cycle cellulaire rapidement (CDK2inc), 

tandis que l’autre présente une faible activité CDK2 en fin de mitose (Figure 50C) ne leur 

permettant pas de renouveler l’entrée dans un nouveau cycle (CDK2low). Ces différences 

d’activité CDK2 sont également associées à des états de phosphorylation différents de la 

protéine pRb qui apparaît hyperphosphorylée sur les sérines 807/811 dans les cellules CDK2inc 

et hypophosphorylée sur ces mêmes sérines dans les cellules CDK2low (Figure 50D). De manière 

comparable mais plus modérée, les cellules MCF-7 DHB-mVenus/H2B-mCherry analysées dans 

nos travaux sur support adhérent présentent également deux niveaux d’activité CDK2 en sortie 

de mitose. En effet, après exclusion des cellules dont l’activité CDK2 varie de manière 

inexpliquée en sortie de mitose, on observe qu’une partie des cellules présente des valeurs de 

ratio cyto-nucléaire proche de la valeur 1, et l’autre conserve des valeurs de ratio inférieures à 

1, caractérisant les cellules en G1 pré-R (Figure 50E). Ces observations suggèrent, qu’au sein 

d’une même population cellulaire, certaines cellules possèdent une activité basale de CDK2 

leur permettant de proliférer de manière continue et de progresser en G1 avec moins de 

restriction que celles pour lesquelles l’activité CDK2 chute beaucoup plus en sortie de mitose, 

les obligeant à rester en phase G1 pré-R pouvant être associé à un état latent ou quiescent 

(Sosa, 2014). 
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De manière intéressante, nous avons également montré que deux populations cellulaires 

distinctes par le niveau de leur activité CDK2, et donc leur position par rapport au point de 

restriction, pouvaient être distinguées dans les micropuits au cours de l’agrégation (Figure 44). 

Nous avons donc cherché à savoir si ces cellules dont l’engagement au point R était différent, 

présentaient des capacités différentes à former des clusters. Tout d’abord, nous avons observé 

que ces cellules conservaient un niveau d’activité CDK2 stable au cours de la formation de 

clusters analysée sur 1h30 de temps, en cohérence avec les résultats de la partie 1 et la 

répartition des cellules dans le cycle cellulaire au cours de l’agrégation. En effet, nous avions 

démontré dans la première partie que le processus d’agrégation n’entraînait pas de 

modification rapide et drastique de la répartition des cellules dans le cycle cellulaire. Ainsi, nous 

avons pu analyser spécifiquement la capacité des cellules à former des clusters en fonction de 

leur engagement au point R. Pour étudier ces aptitudes, nous avons dans un premier temps 

caractérisé la dynamique cellulaire en fonction de l’activité CDK2 des cellules. Pour cela, nous 

avons comparé les paramètres morphologiques descriptifs des cellules individuelles en cours 

de clusterisation, l’aspect ratio et la circularité, grâce à la fluorescence du CellMask, marqueur 

de la membrane plasmique des cellules (Figure 45). Les données ont révélé que les cellules à 

faible activité CDK2, positionnées en phase G1 pré-R du cycle cellulaire, présentaient un aspect 

ratio significativement supérieur et une circularité comparable aux cellules à forte activité 

CDK2, ayant franchi le point de restriction. Ces résultats nous indiquent donc que les cellules 

en phase G1 pré-R développent plus de protrusions membranaires actine-dépendantes au 

cours de la formation de clusters en micropuits en condition ancrage-indépendante.  

 

Par la suite, nous avons voulu déterminer si le développement des protrusions membranaires, 

qui semble être corrélée à l’engagement des cellules au point R, pouvait être associé à une 

amélioration des interactions intercellulaires établies au cours de la clusterisation. Nous avons 

alors mesuré le nombre de clusters formés au cours du temps et observé que la présence d’une 

majorité de cellules à faible activité CDK2 permettait de former des clusters de manière plus 

rapide et plus efficace reflétée par une diminution du temps nécessaire à la formation de la 

moitié de la différence entre le nombre de clusters initiaux et le nombre de clusters finaux 

(Figure 46C). D’autre part, l’étude comparative des paramètres descriptifs de la compaction 

des clusters a révélé que les cellules en phase G1 pré-R présentaient une tendance à former 

des clusters plus compacts que les cellules engagées dans le cycle cellulaire (Figure 47). Ainsi, 
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l’engagement au point R des cellules semble être associé à la mise en place d’interactions plus 

stables et plus efficaces au cours de la formation de clusters qui apparaissent être plus 

compacts et organisés. Pour rajouter une perspective à ce résultat, des expériences très 

préliminaires ont été réalisées en comparant des cellules traitées au palbociclib, pour lesquelles 

l’inhibition de CDK4/6 entraîne un arrêt des cellules en phase G1 pré-R (Fry, 2004), à des cellules 

traitées avec un inhibiteur de CDK1 (RO3366), provoquant un arrêt des cellules en G2/M (Figure 

51). On constate que les cellules MCF-7 traitées au palbociclib forment des clusters de manière 

plus efficace dans le temps en comparaison avec les cellules traitées au RO3306. Ces résultats 

appuient les résultats précédents et soulignent l’impact de l’engagement des cellules au point 

R sur leur capacité à former clusters.  

 

De plus, différents travaux mettant en lien l’arrêt des cellules en G0/G1 et la mise en place des 

jonctions intercellulaires, ont révélé que l’expression membranaire des jonctions serrées 

(Tapia, 2009) et de E-cadhérine (Day, 1999) ou encore l’assemblage des jonctions gap (Solan, 

2003) étaient des évènements prédominants dans cette état spécifique du cycle cellulaire. Il a 

également été montré l’utilisation des inhibiteurs de CDK4/6, tels que le palbociclib, permettait 

d’augmenter l’expression de E-cadhérine (Rencuzogullari, 2019 ; Chen, 2020). Il nous est donc 

possible d’envisager que l’amélioration des capacités des cellules en G1 pré-R à former des 

clusters en condition ancrage-indépendant soit en partie attribuée à la mise en place de ces 

jonctions.  

 

Par la suite, nous avons voulu savoir si l’efficacité de la formation de clusters par les cellules en 

fonction de leur engagement au point R pouvait être corrélée à la vitesse de déplacement des 

cellules. En effet, l’étude de la motilité cellulaire peut s’appuyer sur trois caractéristiques 

principales. Premièrement, le déplacement des cellules dans des structures en trois dimensions 

ne suit pas une trajectoire aléatoire (Wu, 2014). Au contraire, il a été montré que la persistance 

du mouvement, correspondant à la capacité d’une cellule à maintenir la directionnalité de son 

mouvement, est dépendante de la stabilité de la polarité du flux d’actine, que ce soit dans des 

surfaces en deux dimensions, dans des gels de collagène en trois dimensions ou en live dans 

des cellules myéloïdes sur modèle animal (Maiuri, 2015). Deuxièmement, la persistance du 

mouvement est corrélée à la vitesse de déplacement des cellules. Une vitesse rapide est 

associée à un déplacement droit dépendant du transport des facteurs de polarité par le  
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déplacement rétrograde d’actine. Troisièmement, il a été montré que la régulation de la 

motilité des cellules était dépendante du cycle cellulaire dans plusieurs lignées cellulaires dont 

les cellules tumorales (Walmod, 2004) (Figure 52). Ces données indiquent que les cellules en 

phase G1/S présentent une vitesse de déplacement plus élevée que les cellules progressant en 

G2/M. Ainsi, nous nous sommes demandé si l’engagement des cellules au point R pouvait 

également avoir un impact sur la vitesse de déplacement des cellules au cours de la formation 

de clusters (Figure 48). Le suivi des cellules sous le logiciel Imaris nous a permis d’obtenir les 

données de motilité des cellules que nous avons ensuite comparées avec l’activité CDK2 des 

mêmes cellules analysées individuellement. Cependant, il n’est pas apparu de tendance 

spécifique des cellules à modifier leur vitesse de déplacement ni la persistance de leur 

mouvement en fonction de leur engagement au point R. La progression des cellules en G1 ne 

semble donc pas impliquée dans l’évolution de la motilité cellulaire au cours de la formation de 

clusters en micropuits. Cependant, dans nos travaux, l’étude de la progression des cellules 

MCF-7 dans le cycle cellulaire s’effectue au cours de l’agrégation des cellules en condition 

ancrage-indépendant et non sur support adhérent comme tel est le cas dans les travaux de 

Walmod et collaborateurs (Walmod, 2004). On peut donc imaginer que la progression des 

cellules dans le cycle cellulaire module la vitesse de déplacement des cellules en fonction de la 

mise en place des structures migratoires dépendantes de l’ancrage au support qui ne peuvent 

pas être rétablies en condition ancrage-indépendant. Par exemple, la diminution de 

l’adhérence des cellules à la MEC au cours de l’arrondissement mitotique (Champion, 2017) 

pourrait expliquer la plus faible vitesse de déplacement des cellules avant le phénomène de 

cytokinèse observée dans les travaux de Walmod. 

 

Ces résultats préliminaires, mettant en lien l’engagement des cellules au point R et leur 

capacité à agréger, suggèrent que les traitements responsables de l’arrêt des cellules en G1 

pré-R seraient susceptibles de favoriser la formation de clusters en condition ancrage-

indépendant. On peut alors être amenés à se demander quel impact ces inhibiteurs de la 

progression des cellules en G1 peuvent réellement avoir sur la formation de clusters de CTC en 

conditions cliniques. 
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En conclusion, la deuxième partie de nos résultats rapporte le développement et la mise au 

point d’approches expérimentales permettant à la fois de visualiser le processus de formation 

de clusters à l’échelle cellulaire en condition ancrage-indépendant et de suivre la progression 

des cellules dans le cycle cellulaire, plus particulièrement en fonction du franchissement du 

point de restriction. La combinaison de ces deux méthodes d’analyse a permis de comparer les 

capacités d’agrégation des cellules tumorales au cours de leur progression en phase G1 par 

l’étude de plusieurs paramètres caractérisant à la fois l’aspect morphologique des cellules 

individuelles et son implication dans la dynamique de formation de clusters compacts. Nous 

avons ainsi déterminé que les cellules phase G1 pré-R développaient davantage de protrusions 

membranaires apparaissant impliquées dans la mise en place d’interactions intercellulaires 

plus efficaces ainsi que dans la formation de clusters plus compacts, en comparaison avec des 

cellules ayant franchi le point de restriction. 
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Partie 3 : Impact de la synchronisation des cellules MCF-7 au point de restriction 

et en mitose sur leur capacité à former des clusters 

 

Les résultats présentés dans la seconde partie suggèrent que la position dans le cycle cellulaire 

puisse avoir un impact sur la capacité des cellules à former des clusters. Afin de déterminer 

plus spécifiquement les conséquences de la répartition des cellules dans le cycle cellulaire sur 

leur capacité à former des clusters, nous avons par la suite analysé l'effet d'un enrichissement 

spécifique de la population de cellules tumorales mammaires dans certaines phases du cycle 

sur leur capacité à former des clusters. 

 

I. Impact de la synchronisation des cellules MCF-7 au point R sur 
leur capacité à former des clusters 
 

Afin de déterminer l’impact de l’enrichissement des cellules tumorales mammaires en phase 

G1 pré-R sur leur capacité à former des clusters, nous avons utilisé deux situations 

expérimentales reposant sur : (i) l’utilisation de cellules confluentes et (ii) l’utilisation de cellules 

traitées avec les inhibiteurs de CDK 4 et 6 que sont le palobociclib, l'abemaciclib et le ribociclib.   

 

1- Étude de la capacité d’agrégation des cellules confluentes  
 

Nous avons d’abord procédé à l’analyse de la répartition dans le cycle cellulaire des cellules 

confluentes. Comme indiqué dans l’introduction, dans cette condition, l'inhibition de contact 

entraîne un arrêt progressif de la prolifération des cellules tumorales au point de restriction et 

donc un enrichissement progressif en G1-préR. La capacité à former des clusters de ces cellules 

enrichies en G1 pré-R a ensuite été analysée dans un test d’agrégation en condition non 

adhérente. 

 

a) Détermination de la durée de culture nécessaire pour un enrichissement en G1 pré-R 
des cellules MCF-7 

 

Les cellules ont été ensemencées et suivies pendant 168h par microscopie afin d’évaluer leur 

état de confluence (Figure 53A). Parallèlement, la répartition des cellules dans le cycle cellulaire   
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a été analysée par cytométrie de flux. Une incorporation d'EDU de 30 minutes a été réalisée 

avant fixation pour visualiser les cellules en phase S et la quantité d’ADN a été analysée par 

incorporation d’un intercalant à l’ADN, le DRAQ5 (Figure 53B). Les résultats montrent une 

diminution progressive du pourcentage de cellules en phase S associée à une augmentation du 

pourcentage de cellules en phase G1. A partir de 96h de culture dans les conditions 

expérimentales décrites, on observe déjà une forte confluence des cellules caractérisée par un 

enrichissement des cellules en phase G1 à 66% contre 36% en croissance exponentielle des 

cellules après 24h de culture. 

 

Pour définir plus précisément le pourcentage de cellules arrêtées avant le point R, un marquage 

de la phosphorylation de la protéine pRb sur les sérines 807/811 a été réalisé (Rubin, 2013 ; 

Gookin, 2017). Les résultats montrent une augmentation de la proportion de cellules négatives 

pour cette phosphorylation de la protéine pRb qui passe de 12% après 24h d’ensemencement 

à 44% après 168h de culture (Figure 53C).  

 

D’après ces résultats, nous pouvons confirmer que la mise à confluence des cellules MCF-7 

entraine un arrêt de leur prolifération, caractérisé par la disparition de la phase S. Cette 

inhibition nous permet d’enrichir la population des cellules tumorales mammaires en phase G1 

avec 44% des cellules en G1 pré-R. Pour la suite des expérimentations, nous étudierions l’effet 

de la mise en confluence des cellules après 96h de culture sur la capacité des cellules à former 

des clusters, cette durée de culture conduisant à une augmentation nette de la proportion de 

cellules en G1 pré-R par apport au temps 72h. 

 

b) Analyse de la capacité d’agrégation des cellules confluentes 
 

Nous avons ensuite examiné l’impact de l'enrichissement des cellules en G1 pré-R sur leur 

capacité à former des clusters en analysant la dynamique d’agrégation des cellules MCF-7 grâce 

à l'essai développé en plaque 96 puits ultra-low attachment (Saias et al., 2015). La capacité des 

cellules à former des clusters est ensuite déterminée par la quantification de la compaction 

réalisée grâce à la mesure de l’aire occupée par les cellules au cours du processus d’agrégation.  
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Sur les images acquises en lumière transmise en vidéomicroscopie, la compaction des cellules 

en croissance exponentielle (36h de culture cellulaire) paraît semblable à celle de cellules 

confluentes (96h de culture cellulaire) (Figure 54A). Cette observation est confirmée par 

l’analyse du pourcentage de compaction (Figure 54B) qui reflète l’évolution de l’aire occupée 

par les cellules dans l’agrégat au cours du temps. Cette aire est normalisée par rapport à l’aire 

initiale au temps 0 de l’acquisition. Dans les deux conditions testées, le degré de compaction 

des cellules MCF-7 est de l’ordre de 80% après 10h. Ainsi, dans les conditions expérimentales 

décrites, l’enrichissement des cellules MCF-7 confluentes en phase G1, ne semble pas avoir 

d’impact sur leur capacité à agréger.  

 

La circularité des agrégats, un autre paramètre caractérisant la forme des clusters, est d'autant 

plus élevée (la valeur maximale est 1) que les clusters sont compacts, et plus faible pour des 

clusters moins bien organisés et plus lâches. Comme pour les clusters formés par les cellules 

MCF-7 en croissance exponentielle, la circularité des clusters formés par les cellules MCF-7 

augmente au cours du temps devenant de plus en plus circulaires au cours de l'agrégation 

(Figure 54C). Ceci reflète la capacité intrinsèque des cellules MCF-7 à former des clusters 

organisés de manière sphérique. Les clusters formés à partir de cellules en croissance 

exponentielle ou de cellules confluentes suivent la même évolution de circularité pour arriver 

à une valeur d’environ 0,7 au bout de 10h de clusterisation. L’enrichissement des cellules 

confluentes en phase G1 n’entraîne donc pas de modification morphologique des clusters en 

comparaison avec des cellules en croissance exponentielle. 

 

Ces expériences ont également été réalisées sur des temps de culture plus important (données 

non montrées) mais de la même façon qu’après 96h de culture, ils n’ont pas révélé de 

différence dans la dynamique d’agrégation des cellules MCF-7. 

 

2- Étude de la dynamique d’agrégation de cellules MCF-7 traitées avec les 
inhibiteurs de CDK4/6  

 

Une autre approche permettant d’altérer la progression de cellules au point R est le ciblage 

pharmacologique des kinases dépendantes des cyclines CDK4 et 6. Les inhibiteurs de CDK4/6 

provoquent un arrêt en phase G1 du cycle cellulaire en maintenant la protéine pRb dans un   
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état hypophosphorylé (Dikson, 2014). Afin de tester l’impact de ces nouvelles molécules 

pharmacologiques sur l’agrégation nous avons tout d’abord analysé la répartition dans le cycle 

de cellules MCF-7 après le traitement avec les trois inhibiteurs de CDK4/6 : le palbociclib, 

l’abemaciclib et le ribociclib.  

 

a) Analyse de la répartition dans le cycle des cellules MCF-7 après traitement par les 
inhibiteurs de CDK4/6 

 

Après 36h de culture, les cellules MCF-7 ont été mise en présence d'une gamme de 

concentrations croissantes de 0,1µM à 5µM de palbociclib, d'Abemaciclib ou de Ribociclib. Les 

cellules ont été traitées pendant 24h, temps nécessaire à ces traitements pour provoquer une 

hypophosphorylation de la protéine pRb selon la bibliographie (Fry et al., 2001). De la même 

manière que précédemment, les cellules ont été analysées après une incorporation d'EdU de 

30min avant fixation et marquage de l’ADN (DRAQ5) pour déterminer la répartition des cellules 

dans les phases G1, S ou G2/M du cycle cellulaire. Un marquage de la phosphorylation de la 

protéine pRb sur les sérines 807/811 a également été réalisé (Figure 55). 

 

Une évolution dose-dépendante de la répartition des cellules tumorales mammaires MCF-7 

dans le cycle cellulaire a été observée avec les trois molécules. Le traitement au palbociclib 

(Figure 55A) conduit à un arrêt quasi total de la prolifération dès la concentration de 0,1µM 

avec 94% des cellules en phase G1 dont presque 30% présentent une hypophosphorylation de 

la protéine pRb sur les sérines 807/811. Après des traitements avec des concentrations plus 

élevées, le pourcentage de cellules en G1 reste aux alentours de 95% mais le pourcentage de 

cellules en G1 pré-R augmente pour atteindre 50% de la population cellulaire avec un 

traitement de 24h à 1µM et 93% à 5µM.  

 

Avec le traitement à l’abemaciclib (Figure 55B), le même profil d’enrichissement des cellules 

tumorales en phase G1 est obtenu mais un enrichissement en cellules hypophosphorylées sur 

la protéine pRb supérieur à 90% de la population est obtenu dès la concentration de 0,5µM. 

Cependant on s’aperçoit qu’une population en phase G2/M d’environ 15% persiste au cours 

des traitements. Cette population est également caractérisée par une hypophosphorylation de 

la protéine pRb (données non montrées). Ces cellules étaient également présentes avec le   
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traitement avec le palbociclib pour les concentrations les plus élevées: 10% avec un traitement 

de 5µM au palbociclib contre 16% avec un traitement de 5µM avec l'abemaciclib.  

 

L’utilisation du ribociclib (Figure 55C) présente un effet inhibiteur de la prolifération des cellules 

MCF-7 similaire aux deux molécules précédentes à des concentrations plus élevées avec encore 

16% de cellules en phase S après un traitement à 0,1µM. Le pourcentage de cellules en G1 

atteint 91% après un traitement à 0,5µM. La proportion de cellules présentant une 

hypophosphorylation sur la protéine pRb est équivalente au traitement avec le palbociclib sur 

la gamme de concentrations étudiée.  

 

Le traitement au palbociclib permet d’obtenir un enrichissement optimal en G1 pré-R, avec les 

concentrations utilisées, ainsi qu’une proportion limitée de cellules en G2/M présentant une 

hypophosphorylation de la protéine pRb. La suite des expérimentations, qui concernera l’étude 

de la capacité des cellules à former des clusters, sera réalisée après 24h de traitement avec 

0,2µM ou 1 µM de palbociclib. 

 

b) Impact de l’enrichissement en G1 pré-R des cellules traitées au palbociclib sur leur 
capacité à agréger 

 

A partir des données obtenues sur l’enrichissement des cellules MCF-7 en G1 pré-R suite à un 

traitement au palbociclib, nous avons analysé la dynamique d’agrégation de ces cellules en 

comparaison avec des cellules non traitées asynchrones. Les cellules MCF-7 ont été traitées 

pendant 24h avec 0,2µM ou 1µM de palbociclib (Figure 55A).  

 

Les résultats obtenus ne révèlent pas de différence de dynamique d'agrégation des cellules 

MCF-7 après traitement au palbociclib (Figures 56A). Cette observation est confirmée par 

l’analyse du pourcentage de compaction des agrégats au cours du temps (Figure 56B) qui nous 

montre un degré de compaction de l’ordre de 80% après 10h d'agrégation dans les trois 

conditions analysées. De plus, les clusters de cellules MCF-7 non traités ou traitées avec 0,2 ou 

1µM de palbociclib suivent la même courbe d’évolution de la circularité qui se rapproche d’une 

valeur de 0,8 après 10h d'agrégation (Figure 56C). L’enrichissement de la population cellulaire   
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en G1 pré-R suite à un traitement au palbociclib ne semble donc pas modifier leur capacité à 

former des clusters au cours du temps. 

 

D’après ces résultats, nous pouvons affirmer que la capacité d’agrégation des cellules 

tumorales MCF-7, mesurée par le pourcentage de compaction des cellules et la circularité des 

agrégats formés en condition non adhérente, ne semble pas être modifiée entre une 

population cellulaire asynchrone et une population enrichie en G1 pré-R par l’inhibition 

pharmacologique de CDK4/6. 

 

c) Analyse à l’échelle cellulaire de la capacité à agréger des cellules MCF-7 traitées au 
palbociclib 

 

Dans le but de caractériser plus spécifiquement le comportement des cellules au cours de 

l’agrégation en fonction de l’engagement des cellules au point R, suite à un traitement au 

palbociclib, nous nous sommes intéressés à caractériser ce processus à l'échelle de la cellule 

unique. 

 

Des cellules MCF-7, traitées pendant 24h avec 0,2 µM au palbociclib, ont été ensemencées 

dans des micropuits en PDMS puis la formation de clusters a été analysée en vidéomicroscopie 

pendant 3h.  Les images obtenues sont ensuite traitées par les différentes méthodes d’analyse 

d’image précédemment décrite nous permettant de suivre les déformations cellulaires au 

cours de l'agrégation. Les données présentées montrent que les cellules MCF-7 traitées avec 

0,2µM de palbociclib présentent, au cours du processus d'agrégation, un aspect ratio 

significativement inférieur aux cellules non traitées (Figure 57A). Ce premier paramètre nous 

indique que les cellules traitées par le palbociclib semblent développer moins de protrusions 

lors de la formation des clusters en conditions non adhérentes. Le critère suivant représenté 

par la circularité (Figure 57B), présente des valeurs plus élevées en condition de traitement au 

palbociclib en comparaison avec des cellules non traitées. Les cellules traitées au palbociclib 

sont donc plus circulaires. Ces résultats montrent que les cellules MCF7 traitées pendant 24h 

avec 0,2µM de palbociclib forment moins de protrusions au cours du processus clusterisation.  
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Afin de déterminer si cet effet du traitement au palbociclib sur la morphologie cellulaire est 

associé à une différence dans la structuration des clusters, nous avons ensuite étudié la 

compaction des clusters formés. Suite à un traitement de 24h avec 0,2µM de palbociclib, on 

constate que le ratio entre l’aire initiale occupée par les cellules et l’aire finale des clusters dans 

les micropuits est comparable à celui des cellules non traitées (Figure 58A). De plus, l’analyse 

des données morphologiques des clusters nous montre que leur forme, caractérisée par 

l’aspect ratio (Figure 58B) et la circularité (Figure 58C), n’est pas différente de celle des clusters 

formés par les cellules non traitées.  

 

Ainsi, bien que les cellules tumorales mammaires ayant subi un traitement au palbociclib 

présentent une morphologie différente des cellules non traitées au cours du processus de 

clusterisation caractérisée par une formation significativement diminuée de protrusions 

(Figure 57), celle-ci ne semble pas être associée à une différence de capacité à former des 

clusters compacts et sphériques (Figure 58). Ces dernières données rejoignent celles obtenues 

précédemment (Figure 56) sur les capacités d’agrégation des cellules tumorales traitées au 

palbociclib enrichies en G1 pré-R.  

 

Discussion  

 

De manière complémentaire à l’étude de la dynamique cellulaire au cours de la formation de 

clusters en fonction de l’engagement des cellules au point R présentée dans les parties 

précédentes, les travaux de cette troisième partie ont eu pour objectif de déterminer l’impact 

de l’enrichissement des cellules tumorales en phase G1 pré-R sur leur capacité à former des 

clusters. En effet, les résultats précédents suggéraient que les cellules tumorales MCF-7 

caractérisées par une activité CDK2 inférieure à 1, et donc considérées en phase G1 pré-R, 

formaient des interactions plus efficaces au cours de la formation de clusters, phénomène 

supposément lié au développement plus important de protrusions membranaires. Nous avons 

ici voulu déterminer l’impact d’un enrichissement global de la population en phase G1 pré-R 

par deux méthodes différentes, la confluence des cellules et le traitement par un inhibiteur de 

CDK4/6, sur la capacité des cellules MCF-7 à former des clusters.   
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Nos résultats montrent que la capacité à former des clusters de cellules confluentes ne semble 

pas être différente de celle des cellules en croissance exponentielle (Figure 54). Ces résultats 

semblent alors contradictoires avec ceux obtenus en partie 2 suggérant que les cellules en 

phase G1 pré-R présentent une meilleure capacité à former des clusters. En conséquence, la 

première hypothèse envisagée est que l’enrichissement en phase G1 pré-R ne soit pas 

suffisamment important pour moduler la capacité de la population totale à former des clusters. 

La privation de milieu en sérum est une autre stratégie permettant d’empêcher la 

phosphorylation de la protéine pRb par les kinases responsables de la progression en G1 (Gos, 

2005 ; Gookin, 2017). Nous avons alors tenté d’accentuer l’arrêt des cellules en phase G1 pré-

R en rajoutant la privation en sérum du milieu à l’inhibition de contact des cellules après de 24h 

de culture cellulaire. Cependant, l’analyse de la répartition des cellules MCF-7 dans le cycle 

cellulaire après 96h de culture et une privation en sérum ne permet pas d’obtenir un 

enrichissement en G1 pré-R supérieur à l’effet d’inhibition de contact seul (Figure 59). L’analyse 

de la capacité des cellules MCF-7 confluentes en privation de sérum à former des clusters 

révèlera par la suite que la dynamique d’agrégation des cellules reste similaire aux cellules en 

croissance exponentielle (données non montrées). L’enrichissement en phase G1 pré-R par ces 

méthodes physiologiques ne permet pas d’observer une modulation de la capacité des cellules 

MCF-7 à former des clusters dans les conditions expérimentales que nous avons utilisées.  

 

Cependant, différentes études ont montré que cet état de quiescence induit par ces 

mécanismes n’était pas un état passif correspondant au seul arrêt de la prolifération des 

cellules, mais était un état dynamique impliqué dans la mise en place de mécanismes 

spécifiques liés à l’activation ou l’inhibition de l’expression de certains gènes pouvant être 

impliqués dans la communication cellulaire, la transduction du signal, le métabolisme 

protéique ou la régulation de la transcription (Coller, 2006). Ces modifications d’expression 

géniques peuvent également varier en fonction de l’initiation de la quiescence des cellules, 

qu’elle soit attribuée à la privation en signaux mitogènes, à l’inhibition de contact ou à la perte 

d’adhérence des cellules (Figure 60). D’autre part, ces patrons d’expression géniques 

spécifiques de la modalité d’initiation de l’état de quiescence ne peuvent être que très 

partiellement rétablis par la surexpression d’inhibiteurs de CDK. Ainsi, nous pouvons d’une part 

émettre l’hypothèse que les cellules tumorales MCF-7 confluentes, avec ou sans privation de 

sérum, modifient d’autres aspects biologiques indépendant de la progression dans le cycle  
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cellulaire, qui ne nous permettent pas, dans ces nos conditions expérimentales, d’observer une 

modulation de la capacité des cellules à former des clusters spécifiques à l’enrichissement en 

phase G1 pré-R. D’autre part, nous pouvons aussi envisager que les cellules tumorales enrichies 

en phase G1 pré-R par ces méthodes modulent d’autres mécanismes associés à la 

dissémination métastatique que ceux étudiés dans ces résultats.  

 

Compte tenu de ces premiers résultats, nous avons poursuivi notre analyse en mettant en 

œuvre une synchronisation pharmacologique des cellules MCF-7 en phase G1 pré-R par un 

traitement avec des inhibiteurs de CDK4 et 6. Dans un premier temps, nous avons évalué l’arrêt 

de la prolifération et l’enrichissement en phase G1 pré-R des cellules MCF-7 traitées par 

plusieurs concentrations de palbociclib, d’abémaciclib ou de ribociclib (Figure 55), trois 

inhibiteurs de la liaison de l’ATP aux kinases CDK4 et CDK6 (Sherr, 2015). Le traitement des 

cellules avec le palbociclib sur la gamme de concentrations utilisée permet d’obtenir dès les 

plus faibles concentrations une inhibition de la prolifération des cellules et une proportion 

limitée de cellules à 2 contenus en ADN hypophophorylées sur la protéine pRb, correspondant 

certainement à un effet non spécifique des drogues utilisées sur les fortes concentrations. 

Cependant, de la même manière que pour l’étude de la dynamique d’agrégation des cellules 

MCF-7 confluentes, il ne semble pas que les cellules traitées au palbociclib présentent des 

capacités d’agrégation différentes des cellules non traitées (Figure 56). Nous avons complété 

notre étude par l’analyse de la formation de clusters cette fois-ci réalisée à l’échelle cellulaire, 

des cellules MCF-7 traitées au palbociclib. Nous avons alors observé que les cellules MCF-7 

traitées par le palbociclib développaient moins de protrusions membranaires (Figure 57) mais 

que cette observation n’était pas associée à une modulation de la capacité des cellules à former 

des clusters compacts et organisés (Figure 58). Ces résultats suggèrent que l’enrichissement 

des cellules en phase G1 pré-R par traitement au palbociclib n’altère pas de manière 

significative la capacité des cellules tumorales à former des clusters.  

 

Ces données sont contradictoires avec celles obtenues sur les capacités agrégatives des cellules 

en phase G1 pré-R. En effet, en partie II des résultats, nous avions montré que les cellules 

présentant une faible activité CDK2, et donc considérées en phase G1 pré-R, développaient 

plus de protrusions membranaires et possédaient de meilleures capacités à former des clusters 
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en comparaison avec des cellules à forte activité CDK2, ayant franchi le point de restriction. Ces 

données, en concordance avec les précédents travaux de l’équipe (Bonnet, 2020 en révision), 

suggéraient que le développement de ces protrusions actine-dépendantes pouvait être 

impliqué dans l’efficacité du processus d’agrégation des cellules tumorales. Néanmoins, si on 

regarde les données obtenues en partie III (Figure 57), bien que la moyenne des valeurs 

d’aspect ratio caractérisant la morphologie des cellules traitées au palbociclib soit 

significativement inférieure à celle des cellules non traitées, la distribution des valeurs d’aspect 

ratio permet d’observer une répartition des valeurs majoritairement plus proche de la valeur 1 

mais capable de s’étendre pour une minorité des cellules près des valeurs les plus élevées 

comme pour les cellules non traitées. On peut alors se demander si la présence d’une minorité 

de cellules capables de développer de manière plus importante des protrusions membranaires 

soit suffisante pour rétablir une capacité d’agrégation de la population cellulaire comparable 

aux cellules non traitées.  

 

Cependant, différents travaux ont mis en évidence l’impact d’un traitement au palbociclib sur 

l’organisation cytosquelette d’actine de plusieurs types cellulaires. Il a été montré qu’il pouvait 

induire une augmentation des niveaux d’expression d’actine filamenteuse (actine-F) dans les 

cellules pancréatiques cancéreuses (Rencuzogulları, 2019) mais aussi qu’il pouvait prévenir le 

remodelage de l’actine-F conséquent à l’activation des mastocytes, cellules immunitaires 

impliquées dans les allergies (Hou, 2019). Par ailleurs, il a aussi été montré que la kinase CDK6 

régule la transcription de gènes impliqués dans l’organisation du cytosquelette, notamment 

ceux régulant la polymérisation de l’actine, et ce, de manière dépendante à son activité kinase. 

De plus, dans les cellules déficientes pour la kinase CDK6 (Cdk6-/-), on observe une altération 

de la formation d’actine-F (Uras, 2017). Ces données nous suggèrent que le palbociclib semble 

avoir un effet sur l’organisation du cytosquelette d’actine qui pourrait expliquer la réduction 

du développement des protrusions membranaires actine-dépendantes au cours de 

l’agrégation des cellules tumorales en condition ancrage-indépendant observée dans nos 

conditions expérimentales.  

 

D’autre part, on peut également remettre en question l’hypothèse de départ et considérer que 

l’efficacité des capacités d’agrégation des cellules tumorales en condition ancrage-dépendant 

puisse être associée à la modulation de la tension corticale, et non seulement au 
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développement de protrusions membranaires. Cette seconde hypothèse est appuyée par les 

travaux antérieurs de l’équipe (Saias, 2015) montrant que la tension du cytosquelette agit 

comme un inhibiteur de la dynamique d’agrégation des cellules tumorales. Ainsi, bien que les 

cellules traitées au palbociclib développent moins de protrusions membranaires, on peut 

supposer que le traitement n’affecte pas la tension corticale des cellules MCF-7, n’altérant pas, 

de ce fait, l’efficacité de la formation de clusters dans ces conditions expérimentales. Il est 

également possible de concevoir que le traitement au palbociclib pourrait à la fois réduire le 

développement de protrusions membranaires actine-dépendantes et diminuer la tension 

corticale des cellules, les deux phénomènes étant responsables d’effets opposés sur l’efficacité 

du processus d’agrégation des cellules, ces dernières présenteraient alors une dynamique de 

formation de cluster comparable aux cellules non traitées. 

 

En ce qui concerne l’utilisation des inhibiteurs pharmacologiques, différentes études ont 

montré que les CDK4 et CDK6 phosphorylent d’autres protéines que la protéine pRb et que leur 

inhibition peut avoir un impact sur la biologie des cellules tumorales de manière indépendante 

de pRb. En conséquence, l’inhibition de la phosphorylation de leurs substrats peut moduler 

plusieurs mécanismes biologiques parallèles tels que l’immunogénicité, la mise en place d’un 

phénotype sénescent ou encore la formation de métastases (Anders, 2011 ; Zhang, 2018 ; Liu, 

2017). Il est donc concevable de supposer que l’utilisation de telles molécules 

pharmacologiques peut affecter la biologie des cellules tumorales de manière additionnelle à 

la progression dans le cycle cellulaire et ainsi voiler l’effet propre de l’enrichissement en phase 

G1 pré-R sur la capacité des cellules à former des clusters dans les tests utilisés dans nos 

expériences. Par ailleurs, d’autres travaux ont révélé que le traitement des cellules tumorales 

par le palbociclib permettait de diminuer les capacités migratoires des cellules tumorales ainsi 

que la formation de métastases (Liu, 2017) (Figure 61). Les inhibiteurs de CDK4/6 permettent 

donc d’altérer la dissémination métastatique des cellules tumorales par d’autres aspects bien 

que nos travaux n’aient pas révélé leur implication dans la formation de clusters en condition 

ancrage-indépendant. 
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II. Impact de la synchronisation des cellules en mitose sur leur 
capacité à former des clusters  

 

Cette partie des travaux a fait l'objet d'une publication en révision : Mitotic arrest alters tumor 

cell clustering, Bonnet et al., 2020. 

  

Une introduction et un résumé de cette publication sont présentés ci-après, avant le manuscrit 

de l’article, qui sera complété par la présentation de résultats complémentaires. 

 

1- Introduction et résumé de l’article 

 

Au cours de la mitose, une réorganisation majeure des structures cellulaires est coordonnée 

dont un évènement important est le remodelage du cytosquelette microtubulaire permettant 

de former le fuseau mitotique responsable de la ségrégation des chromosomes (Lancaster, 

2014). La progression des cellules en mitose peut être ciblée par différents agents 

pharmacologiques perturbant la dynamique des microtubules, ce qui a pour conséquence 

d'altérer la mise en place du fuseau mitotique entraînant ainsi un arrêt des cellules en 

prométaphase. Certains de ces agents, comme le Nocodazole, ont un usage principalement 

expérimental. D’autres comme le taxol, principe actif du paclitaxel ou encore la vinorelbine, 

principe actif de la Navelbine, sont utilisés depuis de nombreuses années pour traiter plusieurs 

tumeurs solides dont le cancer mammaire (Liu, 2019). Récemment, il a été montré qu’en 

réponse à certains de ces traitements, comme le paclitaxel, le nombre de CTC pouvait 

augmenter dans les premiers jours suivants le traitement (Adachi, 2018). Compte-tenu de ces 

données, nous avons analysé l’impact d’une synchronisation des cellules en mitose sur leur 

capacité à agréger et à former des clusters.  

 

2- Résumé des travaux réalisés 

 

Dans un premier temps, nous avons étudié les capacités d’agrégation avec de cellules MCF-7 

traitées avec des agents anti-cancéreux ciblant les microtubules et altérant la progression des 

cellules en mitose, le paclitaxel et la vinorelbine. Nous avons ainsi observé que ces traitements 
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altéraient le processus d’agrégation des cellules tumorales mammaires. Ces premiers travaux 

ont été réalisés en collaboration avec deux autres membres de l’équipe, Odile Mondesert et 

Gaelle Coursaut. 

 

Nous avons ensuite étudié la capacité à former des clusters d’une population de cellules 

tumorales enrichie expérimentalement en métaphase. Des cellules MCF-7 ont d’abord été 

traitées avec du Nocodazole pour provoquer leur arrêt au point de contrôle en prométaphase. 

Après 20h de traitement, permettant d’obtenir une synchronisation de 85% des cellules en 

prométaphase, le bloc de Nocodazole est levé et les cellules sont alors mises en présence d’un 

inhibiteur du protéasome, le MG-132, pendant 2h. Dans ces conditions expérimentales, nous 

obtenons un pourcentage de 85% des cellules MCF-7 en métaphase. L’analyse de la capacité 

d’agrégation des cellules ainsi synchronisées en métaphase a montré que les cellules tumorales 

mammaires de la lignée MCF-7 formaient des clusters de manière beaucoup moins efficace 

que les cellules asynchrones. De plus, nous avons étudié la cohésion des agrégats formés par 

un test de dissociation, et montré que les clusters formés par les cellules enrichies en 

métaphase étaient moins cohésifs en comparaison avec ceux formés par les cellules 

asynchrones.  

 

Pour compléter cette étude, nous avons analysé, à l'échelle de la cellule unique, le 

comportement des cellules au cours de la formation des clusters.  Cette étude a été réalisée 

grâce à l'utilisation des micropuits en PDMS précédemment présentés (voir partie II). Nous 

avons montré, grâce à l’analyse d'image semi-automatique, que les cellules MCF-7 mammaires 

enrichies en métaphase ne développaient pas de protrusions membranaires actine-

dépendantes au cours de l’agrégation en comparaison avec des cellules asynchrones. 
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ABSTRACT  

Background 

Cancer cell aggregation is a key process involved in the formation of tumor cells clusters. It 

has recently been shown that clusters of circulating tumor cells (CTCs) have an increased 

metastatic potential compared to isolated circulating tumor cells. Several widely used 

chemotherapeutic agents that target the cytoskeleton microtubules and cause cell cycle arrest 

at mitosis have been reported to modulate the number of CTCs or the size of CTC clusters.  

Results 

In this study, we investigated in vitro the impact of mitotic arrest on the ability of breast tumor 

cells to form clusters. By using live imaging and quantitative image analysis, we found that 

MCF-7 cancer cell aggregation is compromised upon incubation with paclitaxel or vinorelbine, 

two chemotherapeutic drugs that target microtubules. In line with these results, we found 

that MCF-7 breast cancer cells experimentally synchronized and blocked in metaphase 

aggregated poorly with strongly reduced cohesion. To monitor clustering at the single-cell 

scale, we next developed and validated an in vitro assay based on live video-microscopy and 

custom-designed micro-devices. The study of cluster formation from MCF-7 cells that express 

the fluorescent marker LifeAct-mCherry using this new assay allowed showing that substrate 

anchorage-independent clustering of MCF-7 cells was associated with the formation of actin-

dependent highly dynamic cell protrusions. Metaphase-synchronized and blocked cells did not 

display such protrusions, and formed very loose clusters that failed to compact.  

Conclusions 

Altogether, our results suggest that mitotic arrest induced by microtubule-targeting 

anticancer drugs prevents cancer cell clustering and therefore, could reduce the metastatic 

potential of circulating tumor cells. 
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BACKGROUND 
 
Metastatic dissemination of epithelial tumor cells that invade, circulate, and form a tumor at 

distant sites [1,2] is a major challenge for cancer therapy. Circulating tumor cells (CTCs) are 

detected in patients’ blood samples, and CTC clusters have been associated with higher 

metastatic potential [3,4]. Indeed, formation of tumor cell clusters prevents anoikis in the 

absence of anchorage and prolong their survival [5,6]. Moreover, CTC clusters display higher 

metastatic potential than isolated CTCs and are associated with adverse outcomes [3,7]. Their 

role in tumor dissemination suggest that they should be considered in anti-metastasis 

strategies [8-10]. Therefore, the clinical implementation of sensitive and reliable technologies 

to detect and quantify CTCs and CTC clusters is currently the subject of major interest (see for 

instance [11-13]). However, only few regulators of tumor cell clustering have been identified, 

and the underlying mechanisms remain unclear. For instance, plakoglobin, a cell junction 

component,  is differentially expressed in breast cancer, its knockdown in mouse abrogates 

CTC cluster formation, and is a significant prognostic predictor [3,14]. Similarly, it has been 

shown that breast cancer metastases arise from keratin 14-expressing tumor cell clusters [1]. 

We recently reported, using time-lapse microscopy-based clustering that E-cadherins and also 

desmoglein and desmocolin, two desmosomal proteins, are involved in cancer cell 

aggregation [15]. Using the same approach, we also demonstrated the involvement of gap 

junction intercellular communication in regulating the earliest step of tumor cell clustering 

[16].  

Cell proliferation is tightly associated with the successful completion of the cell cycle that 

culminates with mitosis. Anti-mitotic drugs that impair or inhibit mitosis ultimately result in 

cell death, and effectively target and kill tumor cells [17]. Spindle poisons, such as vinca 

alkaloids, paclitaxel and related taxanes, target microtubule dynamics, resulting in mitotic 



 
 

159 

arrest through the activation of the spindle assembly checkpoint [18]. These compounds are 

highly effective anti-cancer drugs in vitro and in clinical settings, and are currently used to 

treat many tumor types, including breast and ovarian metastatic cancer [19-21].  Interestingly, 

very recently,  a screen of a FDA-approved compounds library identified tubulin polymerizing 

inhibitors  for their ability to decrease the size of human breast CTC clusters [9]. However, a 

pro-metastatic effect of these compounds has also been reported in mouse mammary tumor 

models associated with an increase of circulating tumor cells [22,23]. Indeed, the number of 

detected isolated circulating tumor cells increases massively after paclitaxel therapy indicating 

that tumor cells are mobilized from the primary tumor in response to chemotherapy.   

Considering these data, we wondered whether tubulin polymerizing inhibitors, through their 

anti-mitotic effect, could impact the ability of tumor cells to aggregate and form clusters.  

We first observed that paclitaxel and vinorelbine affect in vitro formation of MCF-7 clusters. 

We then used population and single-cell scale in vitro assays with experimentally blocked 

MCF-7 cells at metaphase and found that mitotic MCF-7 breast cancer cells form clusters that 

are poorly aggregated and unstructured. This impaired clustering was associated with 

rounding of mitotic cells and lack of actin-based membrane dynamics. We therefore propose 

that anticancer drug-induced cell cycle blockade at mitosis might modulate the metastatic 

potential of circulating tumors cells by reducing their clustering.  
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RESULTS  
 
MCF-7 cells treated with paclitaxel or vinorelbine less efficiently form clusters 

paclitaxel and vinorelbine are two microtubule targeting anticancer drugs that induce cell 

cycle block at mitosis and inhibition of cell proliferation [20]. To assess their effect on MCF-7 

cell ability to compact and form clusters, cells treated with paclitaxel or vinorelbine for 24 

hours were subjected to a previously described aggregation assay in which the progressive 

aggregation and compaction of 500 cells seeded in non-adherent 96-well plates are monitored 

by video-microscopy for 5 hours [15,16]. Cells treated with 100 nM paclitaxel or 20 nM 

vinorelbine for 24 hours accumulated in mitosis with very limited cell death, as confirmed by 

flow cytometry analysis (data not shown). Figure 1a shows representative images of the 

clustering and compaction kinetics of control and treated cells. To quantify compaction over 

time, cluster's area determination at each time point was performed by automated image 

segmentation (red line) using a custom-designed MATLAB routine. Using this quantification, 

we found that clustering of MCF-7 cells treated with paclitaxel or vinorelbine was altered, and 

that at 5 hours, compaction was reduced by about 25% compared with untreated cells (Fig. 

1b, c). 

 

Cluster formation is reduced in metaphase-synchronized MCF-7 breast cancer cells.  

Considering the observed reduction of cancer cells compaction induced by paclitaxel and 

vinorelbine, we  examined the effect of mitotic arrest on the cancer cell ability to form 

clusters. We first monitored cluster formation in MCF-7 breast cancer cells synchronized and 

blocked in metaphase. To this aim, we incubated cells with nocodazole for 20 hours followed 

by culture with the proteasome inhibitor MG132 for 2 hours to synchronize cells at the 

metaphase-anaphase checkpoint and by a final shake-off step to retain only mitotic cells [24] 

http://www.rapport-gratuit.com/
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(see Methods and Additional file 1: Fig. S1 for details). Flow cytometry analysis of the cell cycle 

distribution performed after the shake-off indicated that about 85% of cells were arrested in 

metaphase. This was also confirmed by immunofluorescence analysis with an anti-a-tubulin 

antibody that showed metaphase arrested cells with an organized bipolar mitotic spindle 

(Additional file 1: Fig. S1b, c). 

Then, we used the same aggregation assay. Figure 2a shows representative micrographs of 

the aggregation kinetics of control (no synchronization) and metaphase-synchronized MCF-7 

cells.  The quantification (Fig. 2b) of these data indicated that MCF-7 cell clustering was much 

slower and cell compaction to form cluster was reduced by approximately 50% in metaphase-

blocked MCF-7 tumor cells compared with control cells.  

 

Cohesion of metaphase-blocked MCF-7 cell aggregates is strongly reduced  

As observed in Figure 2, aggregates formed by metaphase-blocked cells after 5 hours were 

less round than those formed by control asynchronous cells. This was confirmed by the finding 

that the aggregate circularity (Fig. 3a) was significantly lower in metaphase-blocked than in 

control MCF-7 tumor cells (mean value: 0.38 ± 0.1 versus 0.87 ± 0.02). This suggests that 

metaphase-blocked cells aggregate more slowly than control cells and form looser and less 

cohesive clusters. Therefore, we assessed the aggregate cohesion by using a dissociation assay 

in which the cell aggregate cohesion is mechanically challenged by a specific number of 

sequential aspirations and flushes performed using a micropipette. We used the number of 

released cells as an indicator of the aggregate cohesion (see Methods for details). The number 

of cells released from control cell aggregates was small (Fig. 3b), indicating that strong 

intercellular interactions were already established after 5 hours. Conversely, metaphase-

blocked cell aggregates were rapidly and fully dissociated, indicating that the less efficient 
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aggregation of metaphase-synchronized cells was associated with the formation of less 

cohesive clusters by poorly adherent cells.   

 

An original assay to investigate clustering at the single-cell scale.  

The previous aggregation assay does not allow assessing cell-cell interaction at the single-cell 

scale due to the high cell density. Therefore, we developed a new video-microscopy assay to 

analyze the dynamics of anchorage-independent clustering in single MCF-7 cells. To this aim, 

we designed and produced dedicated PDMS micro-wells (see Methods and Additional file 2: 

Fig. S2) that were treated with pluronic acid, a non-ionic surfactant to prevent cell anchorage 

to the substrate. Then, we seeded MCF-7 cells that express the LifeAct-mCherry fluorescent 

reporter in these micro-wells at a concentration that allowed the sedimentation of about 15-

20 cells/microwell (Fig. 4a). Time-lapse acquisition (see Additional file 3: Supplementary 

Movie 1 and representative fluorescence images in Fig. 4a) showed that within 3 hours, 

untreated cells formed several small clusters that progressively gathered together, resulting 

in a main single compact cluster. In these experimental conditions, we observed that during 

aggregation, control MCF-7 cells formed large and highly dynamic protrusions that could be 

visualized by video-microscopy thanks to the LifeAct-mCherry fluorescent reporter (Fig. 4b, 

left panels and Additional file 4: Supplementary Movie 2). The dynamics of these large 

protrusions could be captured by determining the aspect ratio of single cells that were 

individually analyzed during the first hour of the clustering experiment (Fig. 4b, right panel). 

From these data, we determined the mean value (µ) of the aspect ratio (AR) and the standard 

deviation (s) of the AR values of each cell during the first hour as an indicator of the cell shape 

changes over time.  
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Protrusions associated with anchorage-independent self-aggregation are dependent on the 

actin cytoskeleton.   

Considering the crucial role of actin filament polymerization in driving cell shape dynamics and 

motility, we incubated MCF-7 cells with latrunculin A, which disrupts microfilament 

organization by binding to monomeric G-actin, and with CK666, an inhibitor of the F-actin 

nucleator complex Arp2/3 [25]. In asynchronous (control) cells, latrunculin A and CK666 

abolished cell protrusion formation (Fig. 5a, and Additonal file 5: Supplementary Movie 3 and 

Additonal file 6: Supplementary Movie 4) and protrusion dynamics, as indicated by the 

significative decrease of the mean and standard deviation of the AR compared with untreated 

cells (Fig. 5b). Moreover, at the end of the 3-hour clustering experiments, cell aggregation was 

impaired in asynchronous cells incubated with CK666 or latrunculin A, as shown by the 

significantly higher AR and lower circularity of the formed clusters (Fig. 5c). These results 

indicate that inhibition of actin-dependent cell protrusion formation and dynamics is 

associated with less efficient clustering.  

Metaphase-blocked MCF-7 cells do not develop large protrusions during anchorage-

independent aggregation.   

In the microdevice-based assay, metaphase-synchronized cells started to form a cluster, but 

they did not organize and efficiently compact (Fig. 6a). Quantitative analysis of the shape of 

the final cluster in each microwell (Fig. 6b-c) by determining its aspect ratio and circularity 

showed that control (asynchronized) cells formed a compact structure (mean aspect ratio of 

1.6 and mean circularity of 0.5 for untreated cells) as well as cells incubated only with 

nocodazole or MG132 (Fig. 6c and Additional file 7: Fig. S3a and S3b). Conversely, metaphase-

blocked cells formed unstructured clusters (mean aspect ratio of 2.5 and mean circularity of 

0.3). In these conditions, we observed that during anchorage-independent aggregation 
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metaphase-blocked cells did not form dynamic membrane protrusions (Fig. 6d). Comparison 

of the AR in control (asynchronous) and metaphase-arrested single cells (Fig. 6e) confirmed 

this observation. Incubation with nocodazole or MG-132 alone did not affect protrusion 

formation (Additonal file 7: Fig. S3c and S3d).  

These results clearly show that, in these experimental conditions, metaphase-blocked cells 

aggregate significantly less efficiently and form loose clusters of poorly associated cells. As 

shown with actin-targeting drugs, less efficient clustering is associated with absence of 

dynamic cell protrusions formation. 
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DISCUSSION 
 

During the process of metastasis, cancer cells escape from the primary tumor and reach 

distant sites through the blood or lymphatic vessels. Those cells are known as circulating 

tumor cells (CTCs). Furthermore, clusters of circulating tumor cells have also been detected in 

the blood of patients with metastatic cancers. These clusters have an increased metastatic 

potential compared to single CTCs and their presence correlates with poor prognosis [3]. A 

recent study identified a reduction in size of CTC clusters after treatment with tubulin binding 

drugs [9]. Several studies also revealed variation of the number of CTCs after treatments with 

anticancer drugs that target the microtubule cytoskeleton [22]. Altogether these data suggest 

that treatments with these anti-mitotic drugs might have an impact of CTC clusters formation 

and stability.   

In this study, we investigated in vitro how anti-mitotic agents could impact the clustering and 

aggregation of mitotic MCF-7 cancer cells in anchorage-independent conditions using 

dedicated microdevices and time-lapse video microscopy.  

First, by video-microscopy analysis of the aggregation and compaction of a large cell 

population over time, we showed that anchorage-independent aggregation is inhibited by 

paclitaxel and vinorelbine treatments as well as in metaphase-blocked mitotic tumor cells. 

Then, using a mechanical assay, we found that cohesion of such cell aggregates is dramatically 

reduced. Finally, we developed a new assay in which an array of PDMS micro-wells allows 

monitoring and studying the clustering of single cancer cells in the absence of anchorage. In 

these conditions, again, we found that MCF-7 cell aggregation is less efficient and do not result 

in compact aggregates, but rather in loose clusters. These results strongly suggest that in MCF-

7 cells blocked in mitosis, the capacity to aggregate and form compact clusters is reduced. 
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We showed that during anchorage-dependent clustering, MCF-7 cells form large and dynamic 

actin-dependent protrusions, and that alteration of their formation by using actin-targeting 

drugs alters cluster formation in PDMS micro-wells. This result is consistent with our previous 

findings showing that latrunculin A affects cell aggregation in ultra-low attachment plates [16]. 

Given the fact that our experiments were performed using ultra low attachment plates on 

which cells could not adhere, the modifications of cell shape during the clusters formation 

could not be attributed to adherence to the substratum and migration. MCF-7 cells 

synchronized and blocked in metaphase do not form protrusions. Rounding at mitosis is 

associated with elevated intracellular pressure and recruitment of myosin to the cell cortex 

that leads to an increase in cortical tension, which is maximal at metaphase [26,27]. Moreover, 

we previously demonstrated that cytoskeleton tension due to myosin IIa acts as an inhibitor 

of cell aggregation [15]. Therefore, we hypothesized that less efficient clustering of 

metaphase-synchronized cells could be due to a decrease in formation and/or dynamics of 

protrusions, as a consequence of cortical tension increase. Accordingly, the absence of 

protrusion in MCF-7 cells synchronized and blocked in metaphase suggests that acto-myosin 

dependent cortical tension could also be an important parameter in tumor cell cluster 

formation.  

Dynamic microtubule-based protrusions, named micro-tentacles, have been described also in 

breast carcinoma cell lines [28]. The formation of these extensions is counteracted by the 

actin-cytoskeleton and these microtubule-dependent plasma membrane extensions have 

been associated with tumor cell retention in the lung vasculature. Here, we found that 

nocodazole does not affect actin-dependent protrusion formation and aggregation dynamics 

in MCF-7 cells, showing that different mechanisms involving the plasma membrane could 
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contribute to the survival and metastatic potential of CTCs during their journey from the 

primary tumor to the vasculature, clustering, and formation of secondary metastases. 

The prognostic value and clinical relevance of CTC enumeration and its association with 

progression-free survival (PFS) in advanced-stage breast cancer is now well established and 

the presence of CTC clusters has been associated with shorter PFS [29]. CTC clusters provide 

additional prognostic value compared with CTC count alone [30-32]. The effects of 

microtubule-targeted agents on CTC biology is not fully understood. As stated above, several 

publications showed that CTC number increases massively upon therapy, suggesting that they 

can be rapidly mobilized from the primary tumor after treatment with paclitaxel [22]. As 

discussed by others, this should be carefully examined to ensure that antimitotic therapies do 

not increase the metastatic potential [28]. It has been reported that taxane treatment 

enhances tumor cell reattachment [33]. However, to date no data has been published on the 

increase of isolated CTC and clusters upon treatment with paclitaxel and related compounds 

[22]. On the basis of our findings, we might hypothesize that paclitaxel therapy while leading 

to CTC rapid increase could decrease their capacity to form clusters, thus resulting in an overall 

reduction of the metastatic risk.  
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CONCLUSIONS 
 

In summary, metaphase-blocked cells initiate spontaneous aggregation in anchorage-

independent in vitro experimental conditions but fail to form compact clusters and associated 

dynamic actin-dependent protrusions. In line with these results, treatments with the 

anticancer tubulin-targeting drugs paclitaxel and vinorelbine alter MCF-7 tumor cell clusters 

formation. These results provide insights on the potential effect of anti-mitotic 

chemotherapeutic agents on the metastatic potential of CTCs. 

 
METHODS 
 

Cell culture  

MCF-7 cells (ATCC HTB-22) were cultured in RPMI (Gibco, Life Technologies) supplemented 

with 1µmol/L insulin (Sigma Aldrich), 10% fetal calf serum (FCS) (Gibco, Life Technologies) and 

1% penicillin/streptomycin (100 U/ml, Gibco, Life Technologies) in a humidified atmosphere 

of 5% C02 at 37 °C. For time-lapse microscopy imaging, culture medium was replaced by 

OPTIMEM + Glutamax (Gibco by Life Technologies) supplemented with 1µmol/L insulin, 

10nmol/L ß-estradiol, 20ng/ml epidermal  growth  factor  (Invitrogen),  B-27  Supplement  (1X, 

Invitrogen),  1% penicillin/streptomycin (100 U/ml, Gibco, Life technologies).  

To study the impact of paclitaxel and vinorelbine, cells were incubated in culture medium 

containing 100 nM paclitaxel or 20 nM vinorelbine for 24 hours, then trypsinized and seeded 

for aggregation assay in culture medium containing the same concentrations of paclitaxel and 

vinorelbine. For synchronization in mitosis, cells were incubated with 200 ng/ml nocodazole 

for 20h to accumulate in an abnormal pro-metaphase state. Cells were then incubated in 

culture medium containing 200 ng/ml nocodazole and 25 µM MG132 for 30 min, and then in 
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medium containing only 25 µM MG132 for 1.5 hours, according to the protocol described by 

Cazales et al. [24]. Addition of MG132 blocked cells in metaphase by inhibiting sister 

chromatid separation. Mitotic shake-off [34] was used to select only mitotic cells that were 

used for the clustering and aggregation assays. For control experiments, MG132 (25µM) or 

nocodazole (200ng/ml) were added to the culture medium just before seeding for aggregation 

assays. For actin cytoskeleton inhibition, latrunculin A (200 nM, Sigma) and CK666 (150 µM, 

Sigma) were added to the culture medium just before seeding for aggregation assays. 

Immunofluorescent staining 

Cells were grown on coverslips coated with poly-L-lysine. Cells were washed in PBS, fixed for 

10min in formalin (Sigma) then washed and permeabilized in PSB/0.25% Triton X-100 for 5 

min at room temperature, and incubated in PBS/1%BSA 30min at room temperature. 

Coverslips were then incubated 1 hour at 37°C with anti-tubulin antibodies (1:2000, Sigma) in 

PBS/0.1%BSA. After washes in PBS, goat anti-mouse Alexa 488 antobodies (1/800, Molecular 

probes) were applied for 1 hour at room temperature. DNA was stained with DAPI at 1µg/ml 

for 10 min at room temperature. 

LifeAct-mCherry-expressing  MCF-7 cell line 

The 17 amino acid LifeAct coding sequence fused to GFP2 was excised from the pLifeAct-

TagGFP2 vector (Ibidi; catalog number#60101) and cloned in the pTRIP lentiviral shuttle vector 

in frame with the cDNA encoding the mCherry fluorescent protein. The resulting plasmid 

(pTRIP LifeAct mCherry) was used to produce lentiviral particles in 293FT embryonic kidney 

cells (LifeTechnologies) after calcium chloride transfection with the pGag/pol and pVSV-G 

plasmids (provided by the Vectorology platform, INSERM U1037)[35]. At 7 hours post-

transfection, DMEM + Glutamax (Gibco by Life Technologies) complemented with 10% FCS 

was washed out and replaced with serum-free OPTIMEM + Glutamax (Gibco by Life 
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Technologies). Lentiviral particles were harvested 48 hours later and the viral titer was 

quantified by flow cytometry (BD Accuri C6) in HT1080 cells (ATCC) transduced with serial 

dilutions of lentiviruses. MCF-7 cells (ATCC HTB-22) were then transduced in the presence of 

4μg/ml protamine sulfate in OPTIMEM + Glutamax. The medium was replaced 7 hours later 

by RPMI (Gibco by Life Technologies) supplemented with 10% FCS and 1µM insulin (Sigma-

Aldrich, Ref. I0516). The generated stable LifeAct-mCherry-expressing MCF-7 cell line 

underwent two rounds of cell sorting (Cytometry and Cell Sorting platform, INSERM UMR 

1048) followed by single-cell clonal isolation in 96-well plates. 

Flow cytometry analyses 

Trypsinized cells were collected and fixed in 4% formalin solution (Sigma-Aldrich) for 10 min, 

then washed and permeabilized in PBS/1% BSA containing 0.25% Triton X-100 on ice for 5 min. 

Mitotic cells were detected with the 3.12.i.22 antibody [36] diluted (1:10000) in PBS/0.1% 

BSA.  After a wash in PBS, cells were incubated with a goat anti-mouse Alexa Fluor 488 

antibody (Molecular Probes) at room temperature for 1 h. After DNA staining with 10μg/mL 

propidium iodide (Sigma Aldrich) at room temperature for 20 min, cells were analyzed with 

an Accuri™ C6 Flow Cytometer (BD Science) and the Accuri software. 

Aggregation assay  

This assay was performed essentially as previously described [15,16]. Cells (500 cells/well) 

were seeded in low-attachment round-bottomed 96-well plates (Costar®), except in the 36 

peripheral wells to avoid edge effects. Plates were centrifuged at 400g for 4 min, and then cell 

aggregation in each well was followed by time-lapse video-microscopy. Images were acquired 

with an inverted widefield Zeiss Axio Observer microscope fitted with a 0.3 N.A. 10X objective 

and a CoolSNAP CDD camera (Roper scientific) in bright-field for at least 5 h (1 acquisition/15 

min). At each time point and position, 20-µm spaced z-stacks over 160µm depth (8 stacks) in 
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brightfield were acquired. A custom-made MATLAB procedure was used to monitor and 

measure cell cluster formation over time. The main steps of the workflow were: (1) image 

processing at each time point and for each cluster by focus stacking to merge images of 

multiple focal planes into one in-focus image; (2) binarization and edge detection with a Sobel 

filter to define the boundaries of each cluster and of holes inside the cluster (to exclude them); 

(3) saving the projection, segmentation and image overlay; and (4) calculation of the typical 

parameters (perimeter, area, normalized area: Area T0/Area T(x)).  

Evaluation of aggregate cohesion - Flush assay 

Aggregates formed in each well were mechanically dissociated directly in the wells by gently 

aspirating 50µl of cells and medium with a multi-channel micropipette and vigorously flushing 

back (1, 3, 5 or 8 flushes). Cells were then allowed to sediment for 10 min before quantifying 

the number of dissociated individual cells in 10µL. Quantification was done in triplicate for 

each experimental condition.  

Single-cell clustering assay in dedicated PDMS micro-wells 

The PDMS pre-polymer was mixed with the polymerization agent Sylgard 184 (10:1 ratio), 

degassed in a vacuum chamber, and poured in a silicon wafer (RENATER facility of LAAS, CNRS, 

France). After a second degassing, PDMS was cured at 60°C overnight.  Arrays of nine PDMS 

micro-wells (see Additional file 2: Fig. S2) were cut, peeled off, and glued in each compartment 

of CELLviewTM cell culture dishes (Greiner Bio-one). Micro-wells were incubated with 20 

mg/ml Pluronic-F127 (Sigma) overnight to prevent cell adhesion, and then rinsed twice before 

use. 

LifeAct-mCherry-expressing MCF-7 cells were distributed in the compartments at a density 

that allowed the sedimentation of approximately 20 cells per micro-well. Cluster formation 

was followed by time-lapse video microscopy using an inverted widefield Zeiss Axio Observer 
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microscope fitted with a 0.3 N.A. 10X objective. Images were acquired for 3h (one acquisition 

every 10s) and processed with lmageJ software packages [37]. Before automated analysis, 

images were manually corrected. Specifically, parts of other cells, staining background and 

debris were removed using the clearing function of ImageJ. Then, the lmageJ macro was used 

for image segmentation and calculation of the shape descriptors (circularity and aspect ratio).  

Statistical analysis 

Data were analyzed with GraphPad Prism version 6.00 (GraphPad soft- ware, La Jolla California 

USA, www.graphpad.com) 
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FIGURE  LEGENDS 
 
Figure 1. Aggregation is compromised in MCF-7 cells incubated with paclitaxel or vinorelbine  

a MCF-7 cells incubated or not (untreated) with paclitaxel (100nM) or vinorelbine (20nM) 

were seeded in 96-well low-attachment plates and monitored by video-microscopy for 5 hours 

(adapted from [15]). Representative transmitted light microscopy images of cell aggregation 

at the indicated time points. Segmentation (red line) was performed using a dedicated 

MATLAB software. Blue lines correspond to isolated cells. b, c An automated image processing 

procedure was used to measure the aggregate area during the assay in the presence of 

paclitaxel (a) or vinorelbine (b) and the percentage of compaction was calculated from the 

normalized area variation relative to the initial time point. Data correspond to the mean ± SD 

of 48 aggregates/condition from 3 independent experiments. **, P<0.01; ****, P<0.0001 

(Mann Whitney non-parametric test). 

 

Figure 2. Anchorage-independent aggregation is inhibited in metaphase-blocked MCF-7 

breast cancer cells.  

a Control (untreated) and metaphase-synchronized (incubation with nocodazole and MG132, 

see Methods and Additional file 1: Fig. S1) MCF-7 cells were seeded in 96-well low-attachment 

plates and monitored by video-microscopy for 5 hours. Representative transmitted light 

microscopy images of cell aggregation at the indicated time points. Segmentation (red line) 

was performed using a dedicated MATLAB software. Green lines correspond to the excluded 

holes, and blue to isolated cells. b Using the automated image processing data, the aggregate 

area was measured over time. The graph corresponds to the percentage of compaction 

calculated from the normalized area variation relative to the initial time point. Data 
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correspond to the mean ± SD of 48 aggregates for each condition from 3 independent 

experiments. *, P <0.001 (Mann-Whitney non-parametric test).  

 

Figure 3. Metaphase-blocked MCF-7 breast cancer cells form less cohesive clusters. 

a Aggregate circularity was determined in control (untreated) and metaphase-

synchronized/blocked MCF-7 cells after 5 hours. ***, P<0.001 (Mann-Whitney non-parametric 

test). b Cluster cohesion analysis using a flush-assay. After 5 hours, clusters were mechanically 

dissociated by repeatedly flushing with a micropipette. The number of dissociated cells was 

determined. Data are the mean ± SD of 12 wells for each condition from 4 independent 

experiments. *, P <0.05; ***, P <0.001 (two-way ANOVA).  

 

Figure 4. Monitoring MCF-7 cancer cell clustering at the single-cell scale.  

MCF-7 cells that express the LifeAct-mCherry fluorescent reporter were seeded in PDMS 

micro-wells placed in culture dishes (Additional file 2: Fig. S2) and their clustering was 

monitored by video-microscopy.   

a Representative fluorescence images of control (untreated) MCF-7 cells at different time-

points during clustering. The dotted line shows the micro-well edge. Scale bar: 50µm. b 

Representative micrographs of a MCF-7 cell that express the LifeAct-mCherry fluorescent 

reporter during aggregation (left panels). Membrane protrusions were automatedly detected 

(red line). Time is indicated in min. Scale bar: 10µm. (Right panel) Plot of the aspect ratio of a 

single cell with mean value (µ) and standard deviation (s) over 1 hour. 
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Figure 5. Membrane protrusions require a functional actin cytoskeleton.   

a Representative micrographs of MCF-7 cells that express the LifeAct-mCherry fluorescent 

reporter and incubated or not (untreated) with CK666 or latrunculin A (LAT) at different time-

points during aggregation. Cell contours and membrane protrusions were automatedly 

detected (white line). Scale bar: 10µm. b Determination of the average (µ) and standard 

deviation (s) aspect ratio of single cells in control (untreated; UNT), and in cells incubated with 

CK666 or latrunculin A (LAT). *, P<0.05; **, P <0.01; ****, P <0.0001 (Mann Whitney non-

parametric test). Each dot corresponds to the values of one cell. c Graphs showing the aspect 

ratio and circularity of the larger clusters (see micrographs in left panels, larger clusters are in 

red) in control (UNT) and CK666 or latrunculin (LAT)-treated cells  after 3 hours of clustering. 

Each dot corresponds to the values of one well. For b and c, data are from 5 independent 

experiments, and bars correspond to the mean±SD. *, P <0.05; **, P <0.01; ****, P <0.0001 

(Mann Whitney non-parametric test). 

 

Figure 6. Metaphase-blocked MCF-7 cells do not form actin-dependent protrusions during 

anchorage-independent aggregation.   

 a Representative fluorescence images of metaphase-synchronized/blocked MCF-7 cells at 

different time-points during clustering. The dotted line shows the micro-well edge. Scale bar: 

50µm. b Left: Images of a PDMS micro-well with untreated cells (top) and metaphase-

synchronized/blocked MCF-7 cells (Met-sync, bottom) at the last time point of the time-lapse 

experiment (180min). Right: Corresponding binary images at the end of the image 

segmentation process. Circles, edge of the micro-well; red, the largest cluster formed that was 

used for the aspect ratio and circularity analysis. c Graphs showing the aspect ratio (left) and 

circularity (right) analysis results for the larger clusters in control (untreated; UNT) and 



 
 

180 

metaphase-synchronized (Met-sync) cells after 3 hours of clustering. Each dot corresponds to 

the values in one micro-well from 5 independent experiments and bars correspond to the 

mean ± SD. *, P <0.05; **, P <0.01 (Mann Whitney non-parametric test). d Representative 

micrographs of control (untreated) and metaphase-synchronized/blocked (Met-sync) MCF-7 

cells that express the LifeAct-mCherry fluorescent reporter during aggregation (Left panels). 

The white line shows the region of interest (ROI) used for the aspect ratio determination. e 

Graphs showing the average (µ) and standard deviation (s) aspect ratio of control (UNT) and 

in metaphase-synchronized/blocked cells (Met-sync) after 1 hour of aggregation. Each dot 

corresponds to one cell and the bars correspond to the mean±SD. Data are from 5 

independent experiments with 5-6 cells analyzed per experiment. ****, P <0.0001 (Mann 

Whitney non-parametric test).  
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ADDITIONAL FILES 
 

Additional file 1:  

Supplementary Figure S1. Synchronization procedure 

a Schematic representation of the synchronization procedure. Cells were incubated with 

nocodazole for 20h, and MG132 was added to the medium for the last 30 min. Thereafter, the 

culture medium was replaced by medium containing only MG132 for 1.5h before mitotic 

shake-off and start of the aggregation assay of cells arrested in mitosis to monitor their 

clustering.   

b Flow cytometry analysis of control (untreated) and mitosis-arrested cells 

(nocodazole/MG132). Mitotic cells were detected with the mitotic-specific monoclonal 3-12-

I-22 antibody. 

c Representative fluorescence microscopy images (DAPI and alpha-tubulin) of cells blocked in 

mitosis (nocodazole/MG132) and used for the clustering assays. Scale bar: 10µm. 

 

Additional file 2:  

Supplementary Figure S2. Microdevice to study clustering at the single-cell scale 

a Mask used for the fabrication of the silicon wafer. b One array of 9 PDMS micro-wells (outer 

diameter: 650µm, inner diameter: 450µm, and height: 200µm) that are (c) glued on the 

bottom of the compartments of CELLviewTM cell culture dishes for monitoring by time-lapse 

video-microscopy.   

Additional file 3:  

Supplementary Movie 1. Cell clustering in the microdevice 
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Time-lapse image acquisition of MCF-7 cells that express the LifeAct-mCherry fluorescent 

reporter during clustering. Transmitted and mCherry fluorescence images are merged. Movie 

duration: 3 hours. Scale bar: 50µm. 

 

Additional file 4: 

Supplementary Movie 2: Kinetics of one MCF-7 cell during clustering in a PDMS micro-well. 

Fluorescence images from time-lapse acquisition of one control MCF-7 cell that expresses the 

LifeAct-mCherry fusion protein. On the right panel, the white line corresponds to the ROI used 

for morphometric parameter determination. Scale bar: 10µm. 

 

Additional file 5: 

Supplementary Movie 3: Cell kinetics of one MCF-7 cell incubated with CK666 during 

clustering in a PDMS micro-well. 

Fluorescence images from time-lapse monitoring of one CK666-treated MCF-7 cell that 

expresses the LifeAct-mCherry fusion protein. On the right panel, the white line corresponds 

to the ROI used for morphometric parameter determination. Scale bar: 10µm. 

 

Additional file 6: 

Supplementary Movie 4: Cell kinetics of one latrunculin A-treated MCF-7 cell during 

clustering in a PDMS micro-well. 

Fluorescence images from time-lapse monitoring of one latrunculin A-treated MCF-7 cell that 

expresses the LifeAct-mCherry fusion protein. On the right panel, the white line corresponds 

to the ROI used for morphometric parameter determination. Scale bar: 10µm. 
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Additional file 7: 

Supplementary Figure S3. Characterization of clusters in control and experimental 

conditions. 

a, b  Graphs showing the aspect ratio (a) and circularity (b) analysis results for the larger 

clusters formed in micro-wells in MCF-7 cells incubated or not (untreated, UNT) with 

nocodazole and MG132 (i.e., metaphase-synchronized/blocked, Met-sync), or with MG132 

(MG) or nocodazole (Noco) alone after 3 hours of clustering. Each dot corresponds to the 

values in one micro-well from 5 independent experiments and bars correspond to the mean 

± SD. c,d Determination of the average (µ) (c) and  standard deviation (s) (d) aspect ratio in 

single MCF-7 cells incubated or not (untreated, UNT) with nocodazole and MG132 (i.e., 

metaphase-synchronized/blocked, Met-sync), or with MG132 (MG) or nocodazole (Noco) 

alone after 1 hour of aggregation. Each dot corresponds to one cell and the bars correspond 

to the mean±SD. Data are from 5 independent experiments with 5-6 cells analyzed per 

experiment. *, P<0.05; ** P, <0.01; ****, P <0.0001 (Mann Whitney non-parametric test). 
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Supplementary Figure S1. Synchronization procedure
a Schematic representation of the synchronization procedure. Cells were incubated with nocodazole for
20h, and MG132 was added to the medium for the last 30 min. Thereafter, the culture medium was
replaced by medium containing only MG132 for 1.5h before mitotic shake-off and start of the
aggregation assay of cells arrested in mitosis to monitor their clustering.
b Flow cytometry analysis of control (untreated) and mitosis-arrested cells (nocodazole/MG132).
Mitotic cells were detected with the mitotic-specific monoclonal 3-12-I-22 antibody.
c Representative fluorescence microscopy images (DAPI and alpha-tubulin) of cells blocked in mitosis
(nocodazole/MG132) and used for the clustering assays. Scale bar: 10µm.
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Supplementary Figure S2. Microdevice to study clustering at the single-cell scale
a Mask used for the fabrication of the silicon wafer. b One array of 9 PDMS micro-wells (outer

diameter: 650µm, inner diameter: 450µm, and height: 200µm) that are (c) glued on the bottom of

the compartments of CELLview
TM

cell culture dishes for monitoring by time-lapse video-microscopy.
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Supplementary Figure S3. Characterization of clusters in control and experimental conditions.
a, b Graphs showing the aspect ratio (a) and circularity (b) analysis results for the larger clusters formed in

micro-wells in MCF-7 cells incubated or not (untreated, UNT) with nocodazole and MG132 (i.e., metaphase-

synchronized/blocked, Met-sync), or with MG132 (MG) or nocodazole (Noco) alone after 3 hours of

clustering. Each dot corresponds to the values in one micro-well from 5 independent experiments and bars

correspond to the mean ± SD. c,d Determination of the average (µ) (c) and standard deviation (s) (d)

aspect ratio in single MCF-7 cells incubated or not (untreated, UNT) with nocodazole and MG132 (i.e.,

metaphase-synchronized/blocked, Met-sync), or with MG132 (MG) or nocodazole (Noco) alone after 1 hour

of aggregation. Each dot corresponds to one cell and the bars correspond to the mean±SD. Data are from 5

independent experiments with 5-6 cells analyzed per experiment. *, P<0.05; ** P, <0.01; ****, P <0.0001

(Mann Whitney non-parametric test).
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4- Résultats complémentaires 

 

En amont des travaux réalisés sur les cellules synchronisées en métaphase, nous avons 

également étudié l’impact de la synchronisation des cellules MCF-7 en prométaphase sur leur 

capacité à former des clusters. D’autres part, les analyses de la dynamique d'agrégation des 

cellules MCF-7 dans les tests d’agrégation ainsi que dans les essais à l’échelle cellulaire ont 

également été réalisées en présence des molécules de Nocodazole et de MG-132 rajoutées 

seules uniquement pendant l’acquisition afin de s’assurer que les effets observés sur la 

formation de clusters étaient liés à la synchronisation préalable des cellules, et non à un effet 

direct des traitements sur la compaction et la forme des cellules. Enfin, une analyse 

comparative de l’expression de la E-cadhérine membranaire a été réalisée entre les deux 

populations de MCF-7 asynchrones et enrichies en métaphase. 

 

a) Impact de la synchronisation en prométaphase sur la capacité des cellules MCF-7 à 
former des clusters 

 

Afin d’examiner l’impact d’une synchronisation en prométaphase sur la capacité des cellules 

MCF-7 à former des clusters, nous les avons traitées pendant 20h avec du Nocodazole. 

L’analyse en cytométrie de flux du marqueur mitotique 3.12.i.22 (Cazales, 2008) révèle que 

plus de 85% des cellules traitées sont positives pour ce marqueur (Figure 62A), ce qui traduit 

un large enrichissement des cellules en mitose et plus spécifiquement en prométaphase. Nous 

avons ensuite collecté ces cellules par la méthode du mitotic shake-off et les avons soumises à 

l’essai d’agrégation en plaques 96 puits ultra-low attachment (Figure 62B). Sur les images en 

lumière transmise, il apparaît que les cellules MCF-7 synchronisées en prométaphase semblent 

former des clusters moins compacts au cours du temps. L’analyse d’image des acquisitions 

réalisées par vidéomicroscopie nous a permis de montrer que les cellules MCF-7 synchronisées 

en prométaphase présentent un pourcentage de compaction réduit au cours du temps avec 

73% de compaction des cellules en fin d’acquisition contre 78% pour les cellules asynchrones. 

Ces pourcentages de compaction sont significativement différents après 5h et 6h d’acquisition 

(Figure 62C). Dans ces expériences, la dynamique d'agrégation des cellules asynchrones a été 

étudiée en présence de Nocodazole pendant la durée de l'acquisition.  
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Les résultats obtenus étant très similaires à ceux de cellules en absence de tout traitement, ils 

suggèrent que l'effet observé sur l'agrégation soit lié au positionnement des cellules en mitose.   

 

b) Mise en évidence de l’effet spécifique de la synchronisation en métaphase sur la 
capacité des cellules à former des clusters  

 

Pour déterminer l’effet spécifique de la stratégie de synchronisation des cellules MCF-7 sur leur 

capacité à former des clusters et s’affranchir d’un potentiel effet propre au traitement au MG-

132 sur l'agrégation des cellules MCF-7, nous avons réalisé les mêmes expériences que 

précédemment en ajoutant le MG-132 uniquement pendant l’acquisition réalisée par 

vidéomicroscopie. Les cellules MCF-7 asynchrones sont ensemencées dans les plaques 

permettant l’agrégation en condition non adhérente en présence ou non de MG-132 à la 

concentration utilisée pour la synchronisation des cellules Les images en lumière transmise ne 

révèlent pas de différence de compaction des agrégats au cours du temps entre les différentes 

conditions (Figure 63A). Néanmoins, l'analyse du pourcentage de compaction montre une 

différence entre les deux conditions (Figure 63B). En effet, les agrégats formés par les cellules 

asynchrones en milieu seul aboutissent à une compaction moyenne de l’ordre de 60%. En 

revanche, les agrégats formés dans le milieu supplémenté avec du MG-132 sont 

significativement moins compacts avec un pourcentage de compaction approchant en 

moyenne les 50%. Après 5h d'agrégation, le MG-132 semble avoir un effet propre sur la 

capacité des cellules MCF-7 initialement asynchrones à former des clusters.  

 

Pour approfondir notre analyse, nous avons également étudié l’impact des deux molécules 

utilisées pour la synchronisation des cellules en métaphase sur le processus de clusterisation à 

l’échelle cellulaire. De manière comparable à l’étude précédente, le Nocodazole et le MG-132 

ont été ajoutés au milieu uniquement pendant l’acquisition afin d’évaluer l’effet distinct de ces 

traitements sur la formation de clusters de manière indépendante à la synchronisation 

préalable des cellules. Dans cette expérience, les cellules asynchrones de la lignée MCF-7 

LifeAct-mCherry ont été placées dans les microdispositifs en PDMS dans du milieu supplémenté 

ou non avec du MG-132 ou du Nocodazole. Les cellules isolées sont ensuite suivies pendant 1h 

en vidéomicroscopie (Figure 64A). Pour chaque condition, la présence de protrusions 

développées sur la surface membranaire au cours de la formation de clusters est observée.   
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Leur formation est ensuite analysée via la mesure de l’aspect ratio. On constate alors que 

l’aspect ratio moyen de l’ensemble des cellules varie au cours temps pour chaque condition, 

reflet d’une formation dynamique de protrusions dans les trois conditions (Figure 64B). De la 

même façon, l’aspect ratio moyen des 25 ou 26 cellules suivies dans chaque condition reste 

équivalent entre les 3 conditions (Figure 64C).  

 

Ces travaux complémentaires nous ont permis de montrer qu’un des traitements utilisés pour 

la synchronisation des cellules MCF-7 en métaphase, le MG-132, pourrait avoir un effet propre 

mais cependant modéré sur la capacité des cellules à former des clusters dépendant d’un 

enrichissement d’une petite proportion de cellules en mitose. Le Nocodazole, quant à lui, ne 

semble pas être responsable d’un effet propre au cours de l’agrégation sur la capacité des 

cellules MCF-7 à former des clusters.  

 

c) Analyse de l’expression membranaire de la E-cadhérine sur des cellules en métaphase 
en comparaison avec des cellules asynchrones 

 

Afin de déterminer si les différences de capacités de cellules mitotiques à former des clusters 

sont liées à une différence d’expression de molécules d’adhésion intercellulaire, nous avons 

analysé l’expression membranaire de la E-cadhérine, protéine membranaire des jonctions 

adhérentes. Pour cela, les cellules MCF-7 vivantes asynchrones ou enrichies en métaphase par 

le double traitement Nocodazole et MG-132, ont été incubées sans fixation préalable en 

présence d’un anticorps dirigé contre la E-cadhérine. Dans ces conditions, la détection de la E-

cadhérine membranaire par cytométrie de flux est très similaire avec une intensité du signal 

centrée autour d’une valeur d’intensité de fluorescence de 104 (Figure 65).  

 

Il n’apparaît donc pas que les différences de capacité d’agrégation des cellules synchronisées 

en métaphase soient la conséquence d’une expression membranaire différentielle de E-

cadhérine. 
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5- Conclusion 

 

La synchronisation en mitose des cellules tumorales mammaires de la lignée MCF-7 combinée 

à l’analyse de la formation de clusters en absence d’ancrage, ont permis d’explorer l’impact de 

la progression des cellules dans cette phase du cycle cellulaire sur leur capacité à former des 

clusters. Nous avons montré que les cellules MCF-7 enrichies en métaphase possédaient une 

moindre capacité à former des clusters, caractérisée par un pourcentage de compaction 

significativement réduit au cours de l’agrégation des cellules ainsi que par une force de 

cohésion moins importante au sein des clusters formés. De plus, ces mêmes cellules présentent 

des caractéristiques morphologiques différentes au cours de l’agrégation identifiables par 

l’absence de formation de protrusions membranaires associée à une plus grande circularité des 

cellules.  

De plus, l’étude des agents anti-cancéreux ciblant les microtubules et visant à altérer de la 

progression en mitose des cellules tumorales mammaires, le paclitaxel et la vinorelbine, a 

montré que ces stratégies thérapeutiques permettaient de la même façon de diminuer les 

capacités d’agrégation des cellules.  

Enfin, dans notre modèle expérimental, l’altération de la capacité à former des clusters par les 

cellules mitotiques ne semble pas être liée à une modification de la localisation à la membrane 

plasmique de la E-cadhérine. 

 

En conclusion, nos travaux suggèrent que les stratégies anti-cancéreuses visant à altérer la 

progression des cellules tumorales mammaires en mitose, bien que potentiellement source de 

la formation de cellules tumorales circulantes, pourraient diminuer leur capacité à se regrouper 

en clusters. 

 

Discussion  

 

Cette dernière partie de nos travaux a eu pour objectif d’explorer l’impact d’un enrichissement 

des cellules MCF-7 en mitose sur leur capacité à former des clusters. Tout d’abord, cette étude 

a été réalisée après traitement des cellules par deux agents anti-cancéreux ciblant les 
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microtubules, le paclitaxel et la vinorelbine, et a permis de définir que la formation de clusters 

était moins efficace pour les MCF-7 traitées en comparaison avec des cellules asynchrones. 

 

Dans nos travaux, cet effet inhibiteur de la dynamique de formation de clusters a été attribué 

à l’accumulation de cellules en mitoses suite aux différents traitements. Cependant, bien que 

ces traitements induisent un arrêt de la progression des cellules tumorales en mitose, certaines 

études ont attribué leur effet anti-tumoral à la génération de divisions multipolaires conduisant 

à la mort des cellules, notamment dans le cas du traitement au paclitaxel, et ce de manière 

dose-dépendante (Jordan, 1993 ; Weaver, 2014). Afin de limiter l’échappement des cellules à 

l’arrêt prolongé en mitose, les tests d’agrégation ont été réalisés uniquement pendant 5 heures 

pour éviter le phénomène de cohesion fatigue caractérisé par une séparation précoce des 

chromatides du fuseau mitotique et dont la fréquence d’apparition augmente de manière 

dépendante à la durée d’arrêt des cellules en métaphase (Daum, 2011) (Figure 66). Nous avons 

également observé ce phénomène suite à l’arrêt des cellules en métaphase induit par le 

traitement des cellules au MG132 faisant suite à un prétraitement au Nocodazole. Nous 

observons un détachement précoce des chromatides du fuseau métaphasique après 8h d’arrêt 

en métaphase induit par le MG132.  

 

Pour attribuer un effet spécifique à l’arrêt en mitose sur l’agrégation des cellules tumorales, 

nous avons par la suite induit un arrêt spécifique des cellules MCF-7 en prométaphase (Figure 

62), puis en métaphase (Figure 2 de l’article Bonnet et al. En révision), et déterminé l’impact 

sur leur capacité à former des clusters. Par cette méthode, nous avons d’une part obtenu un 

enrichissement plus important de la population cellulaire en mitose et observé une diminution 

significative de la capacité de ces cellules mitotiques à former des clusters cohésifs et organisés. 

De manière intéressante, nous avons constaté que la formation de clusters était altérée de 

manière plus importante lors d’un enrichissement en métaphase en comparaison avec la 

prométaphase. Au regard des remaniements morphologiques mis en place au cours de la 

progression en mitose, il apparaît que la métaphase corresponde à l’étape à laquelle les cellules 

présentent un arrondissement maximal associé à un recrutement de la myosine au niveau de 

l’actine corticale en relation avec une augmentation de la tension du cortex (Stewart, 2011 ; 

Ramanathan, 2015). Par ailleurs, il a déjà été montré dans l’équipe que la tension du 

cytosquelette, en partie attribuée à la myosine IIa, était impliquée dans la réduction de la   
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dynamique d’agrégation des cellules tumorales (Saias, 2015). En effet, les cellules dont la 

tension du cytosquelette a été en partie inhibée par la transfection d’un siRNA dirigé contre la 

myosine IIa forment des clusters de manière plus efficace que les cellules contrôle. Ainsi, la 

réduction de la dynamique d’agrégation associée à l’enrichissement des cellules en métaphase 

pourrait potentiellement être la conséquence de l’augmentation de la tension corticale qui 

accompagne l’arrondissement des cellules en mitose. Pour explorer cette hypothèse, des 

expériences complémentaires associant l’arrêt des cellules en métaphase et l’inhibition de la 

tension du cytosquelette par une inhibition pharmacologique sont en cours de réalisation.  

 

D’autre part, l’analyse de la dynamique d’agrégation des cellules MCF-7 enrichies en mitose a 

également été évaluée à l’échelle cellulaire et a révélé que les cellules mitotiques 

développaient moins de protrusions membranaires actine-dépendantes associé à la formation 

de clusters moins compacts et moins sphériques. Étant donné l’impact du remodelage du 

cytosquelette d’acto-myosine sur la morphologie cellulaire, ces résultats semblent cohérents 

avec l’aspect morphologique des cellules mitotiques observé au cours de la formation de 

clusters en condition ancrage-indépendant. Pour autant, bien que l’arrondissement mitotique 

modifie l’architecture cellulaire, les protéines d’adhésion intercellulaire sont maintenues au 

cours de la division cellulaire (Baker, 1993). Il a également été montré que les agents inhibiteurs 

de la polymérisation des microtubules, tel que le Nocodazole, induisaient la mise en place des 

jonctions apicales intercellulaires via l’induction de la contraction du cytosquelette 

d’actomyosine dépendante de l’activation de RhoA (Ito, 2017) (Figure 67). En effet, sous 

l’action du Nocodazole, les auteurs ont montré que les cellules de carcinome colorectal 

augmentaient leur expression membranaire de protéines jonctionnelles telles que la E-

cadhérine et ZO-1. L’utilisation d’un siARN dirigé contre la protéine RhoA inhibe la mise en place 

de ces jonctions apicales dépendante de la dépolymérisation des microtubules amenant les 

auteurs à définir que ce phénomène était dépendant de la tension corticale. 

 

Néanmoins, dans nos travaux, l’expression membranaire de la E-cadhérine entre les cellules 

asynchrones et les cellules enrichies en métaphase s’est révélée être similaire (Figure 65). Ce 

résultat suggère que la diminution des capacités d’agrégation des cellules tumorales mitotiques 

au cours de la formation de clusters ne soit pas associée à une altération de l’expression   
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membranaire des protéines jonctionnelles, même dans le cas où elle pourrait être liée à la 

modulation de la tension corticale. 

 

Nos travaux suggèrent que la formation de clusters en condition ancrage-indépendant soit 

altérée dans une population cellulaire tumorale enrichie en métaphase par traitement 

pharmacologique. En ce qui concerne la formation de clusters de CTC, il a été montré par S. 

Gkountela et collaborateurs (Gkountela, 2019) que certains agents ciblant les microtubules 

étaient responsables d’une diminution de la taille des clusters de CTC même pour les plus 

faibles concentrations utilisées. C’est le cas par exemple pour la vincristine, la colchicine ou 

encore le rigosertib. Cependant, d’autres travaux ont mis en évidence que la présence de 

cellules mitotiques au sein des CTC soit associée à une plus grande agressivité des carcinomes 

ainsi qu’à un plus faible pronostic de survie des patients (Adams, 2016) (Figure 68). La présence 

de cellules tumorales mitotiques semble donc avoir un impact non négligeable au cours de la 

formation de clusters et de la dissémination métastatique dont les effets bénéfiques ou 

délétères restent à approfondir. 
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Dans ces travaux de thèse, nous avons cherché à caractériser la relation qu’il pouvait exister 

entre la progression des cellules dans le cycle cellulaire et la capacité d’agrégation des cellules 

tumorales en condition ancrage-indépendant. Pour répondre à cette problématique, nous 

avons utilisé deux modèles d’agrégation cellulaire précédemment développés dans l’équipe 

(Saias, 2015 ; Gava, 2018 ; Bonnet, 2020 en révision), une permettant d’étudier l’évolution de 

la population cellulaire au cours de la formation de clusters et l’autre visant à étudier ce même 

phénomène à l’échelle des cellules individuelles. Grâce à la mise en place de ces conditions 

expérimentales, nous avons tout d’abord évalué l’effet propre du processus d’agrégation des 

cellules sur la répartition des cellules tumorales dans le cycle cellulaire. Nous avons ensuite 

étudié deux types d’enrichissements spécifiques de la population cellulaire, en phase G1 pré-R 

ou en mitose, et évaluer la capacité d’agrégation des cellules en condition ancrage-

indépendant. 

 

I. Impact du processus d’agrégation sur la progression des 
cellules dans le cycle cellulaire 

 

Nous avons défini qu’au cours des étapes précoces de la formation de clusters, dans une 

population asynchrone, les interactions intercellulaires étaient suffisantes pour maintenir la 

survie et la prolifération de la population cellulaire sans évolution de la répartition des cellules 

dans le cycle cellulaire au sein des agrégats formés.  

 

À l’échelle cellulaire, l’utilisation d’une lignée de cellules MCF-7 co-exprimant un rapporteur 

fluorescent de l’activité CDK2 et une histone H2B fusionnée avec une protéine fluorescente 

nous a permis d’évaluer la position relative des cellules dans le cycle cellulaire au cours de la 

formation de clusters en condition ancrage-indépendant. Grâce à ce modèle expérimental, 

nous avons caractérisé à la fois la dynamique de déformation cellulaire et les aspects 

morphologiques caractérisant la formation de clusters compacts et organisés en fonction de la 

progression des cellules dans le cycle cellulaire. Les résultats obtenus par cette approche 

suggèrent que les cellules en phase G1 pré-R développent plus de protrusions membranaires, 

formeraient des interactions cellulaires plus efficaces ainsi que des clusters plus compacts.  
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II.  Impact de la progression des cellules dans le cycle cellulaire 
sur leur capacités agrégatives  

 
1- Engagement au point R et agrégation cellulaire  

 

Dans un premier temps, l’enrichissement des cellules tumorales en G1 pré-R par confluence 

n’a pas été associé à une modulation de la capacité des cellules à agréger suggérant que l’état 

de quiescence généré par cette méthodologie n’était peut-être pas impliqué dans la régulation 

des capacités agrégatives des cellules tumorales.  

L’utilisation d’un traitement palbociclib, un inhibiteur de CDK4/6 responsable d’un arrêt des 

cellules en phase G1 pré-R (Fry, 2004), nous a cependant permis d’observer une altération du 

développement des protrusions membranaires sans modification des capacités agrégatives des 

cellules en condition ancrage-indépendant.  

 

2-  Synchronisation en métaphase et capacité d’agrégation des cellules 

 

Dans un second temps, nous avons évalué la capacité des cellules mitotiques à agréger en 

condition ancrage-indépendant. Ces travaux ont révélé que le traitement des cellules MCF-7 

par des agents ciblant les microtubules utilisés en thérapie anticancéreuse, entraînait une 

altération de leur capacité à agréger. L’étude plus spécifique de l’effet associé à un 

enrichissement de la population cellulaire en mitose a par la suite révélé que les cellules MCF-

7 enrichies en métaphases ne développaient pas de protrusions membranaires actine-

dépendantes et présentaient une altération de leur capacité à agréger. Cet effet inhibiteur de 

la capacité des cellules à agréger est par ailleurs également retrouvé sur une population 

cellulaire enrichie en prométaphase, mais avec un effet plus atténué. Or, la métaphase est 

l’étape à laquelle les cellules possèdent un arrondissement maximal engendré par le 

remodelage du cytosquelette d’actomyosine associé à l’augmentation de la tension corticale 

(Stewart, 2011 ; Ramanathan, 2015). Ces données nous encouragent donc à penser que la 

diminution des capacités agrégatives des cellules mitotiques est corrélée à l’augmentation de 

la tension du cytosquelette, résultats cohérents avec l’effet pro-agrégatif de la perte de 

fonction de la myosine (Saias, 2015).  
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III.  Traitements anticancéreux ciblant les régulateurs de la 
progression des cellules dans le cycle cellulaire et formation de 
clusters de CTC 

 

1-  Les clusters de CTC dans l’évolution de la maladie métastatique  

 

La maladie métastatique résulte du détachement de cellules de la tumeur primaire, de leur 

intravasation dans les vaisseaux sanguins, de leur transit dans la circulation puis de leur 

extravasation des vaisseaux sanguins pour former ensuite de nouvelles lésions malignes dans 

des sites distants (Chitty, 2018). Au cours de la dissémination métastatique, les cellules 

tumorales circulantes sont retrouvées dans les systèmes circulatoires notamment sous forme 

de clusters dont le potentiel métastatique élevé a été mis en évidence (Aceto, 2014 ; Cheung 

et Ewald, 2016). Ces clusters de cellules tumorales sont aujourd’hui utilisés comme marqueurs 

prédictifs et pronostics de l’évolution de la maladie cancéreuse (Cho, 2012 ; Larsson, 2018). La 

compréhension des mécanismes régulateurs de la formation de ces clusters présente un 

intérêt majeur pour le développement de nouvelles stratégies anti-cancéreuses ainsi que pour 

l’évaluation de l’impact des thérapies déjà existantes sur l’évolution de la maladie.  

 

2- Les traitements ciblant la progression des cellules tumorales dans le cycle 
cellulaire  

 

La progression des cellules dans le cycle cellulaire est contrôlée par des mécanismes 

régulateurs dépendants du fonctionnement de kinases dépendantes de l’activité des cyclines 

(CDK) assurant une division cellulaire correcte. De plus, plusieurs points de contrôle évaluant la 

capacité des cellules à progresser dans le cycle cellulaire, tels que le point de restriction en 

phase G1 et le point de contrôle d’assemblage du fuseau mitotique en mitose, sont régulés par 

plusieurs protéines régulatrices. La complexité de la régulation du cycle cellulaire se reflète 

dans les multiples altérations pouvant conduire à la prolifération incontrôlée des cellules et au 

développement d’un cancer. Différentes molécules ciblant les kinases régulatrices ainsi que les 

points de contrôles ont alors été développées et testées dans des essais cliniques en tant que 

potentiels agents anticancéreux (Vermeulen, 2003 ; Lapenna, 2009).  
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Néanmoins, bien que l’efficacité de ces molécules soit en partie appréciée par la diminution de 

l’évolution de la tumeur primaire et l’amélioration du pronostic vital des patients, peu d’études 

ont montré le lien qu’il pouvait exister entre le traitement des cellules tumorales par les agents 

ciblant la progression des cellules dans le cycle cellulaire et la formation de clusters de CTC au 

cours de la progression de la maladie métastatique.  

 

3-  Progression dans le cycle cellulaire et agrégation des cellules tumorales  

 

Dans ces travaux de thèse, l’impact de l’utilisation des stratégies anticancéreuses ciblant la 

progression des cellules dans le cycle cellulaire sur leur dynamique d’agrégation en condition 

ancrage-indépendant a été étudiée in vitro et apporte des éléments importants pouvant être 

corrélés à la formation de clusters de CTC au cours de la dissémination métastatique.  

 

Premièrement, nos résultats suggèrent que des cellules quiescentes auraient des capacités 

agrégatives plus importantes que des cellules en prolifération. Replacé dans le contexte de la 

formation des clusters de CTC et de leur implication dans la formation de métastases, ceci 

pourrait conduire à l'hypothèse que les cellules quiescentes pourraient présenter un potentiel 

métastatique supérieur via l’amélioration de leurs capacités agrégatives impliquées dans la 

formation de clusters. 

 

Cependant, les inhibiteurs de CDK4/6, promouvant l’entrée des cellules dans un état quiescent, 

caractérisé par un arrêt des cellules en G1 pré-R, ne semblent pas altérer les capacités 

agrégatives des cellules tumorales en condition-ancrage indépendant. De plus, d’autres travaux 

ont montré que le traitement au palbociclib permettait de diminuer la migration cellulaire ainsi 

que la formation de métastases (Liu, 2017). Il pourrait être envisagé que le palbociclib exerce 

un effet inhibiteur de la formation de métastases en agissant sur d’autres mécanismes 

responsables de la formation de clusters, comme par exemple ceux impliqués dans la 

régulation de la migration cellulaire collective à partir de la tumeur primaire. En effet, il pourrait 

être envisagé que l’effet du palbociclib sur la réorganisation du cytosquelette d’actine empêche 

la formation et le détachement de structures épithéliales dont la coordination de la dynamique 

du cytosquelette est essentielle pour former des unités fonctionnelles (Ilina et Friedl, 2009). De 

plus, il a également été montré que le traitement au palbociclib permettait d’altérer la 
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migration et l’invasion des cellules cancéreuses via l’inhibition de la transition épithélio-

mésenchymateuse, autre mécanisme d’invasion responsable de l’échappement de cellules 

individuelles à partir de la tumeur primaire (Qin, 2015). 

 

Enfin, les agents ciblant les microtubules et altérant la progression des cellules en mitose 

semblent altérer significativement la cohésion des structures agrégatives formées par les 

cellules tumorales et pourraient ainsi diminuer le nombre de clusters de CTC retrouvés dans la 

circulation et améliorer le pronostic vital des patients en limitant les récidives. Des données 

bibliographiques ont montré une augmentation du nombre de CTC en réponse à un traitement 

au paclitaxel (Adachi, 2018). Ces données pourraient être mises en parallèle pour proposer que 

la formation de clusters suite au traitement soit moins efficace et permette ainsi de limiter la 

formation de métastases secondaires étant donné la diminution du potentiel métastatique 

attribué aux CTC individuelles en comparaison avec les clusters de CTC (Aceto, 2014). Ces 

hypothèses sont appuyées par différents travaux faisant état de l’efficacité des agents ciblant 

les microtubules sur la diminution de la taille des clusters de CTC (Gkountela, 2019). 

 

4-  Enjeux et perspectives  

 

L’ensemble de ces résultats suggèrent que les stratégies visant à cibler la progression des 

cellules dans le cycle cellulaire pourraient impacter la formation de clusters de CTC au cours de 

la dissémination métastatique et apportent des données complémentaires qui pourraient 

permettre de mettre en évidence d’autres éléments régulateurs de la formation de clusters de 

CTC et ainsi de développer des stratégies thérapeutiques anticancéreuses permettant de 

limiter la formation de ces structures à fort potentiel métastatique.  

 

Afin de faire suite à ces résultats, on pourrait également chercher à identifier les mécanismes 

moléculaires impliqués dans la modulation des capacités d’agrégation des cellules tumorales 

traitées par des agents ciblant leur progression dans le cycle cellulaire. En effet, différents 

régulateurs, tels que la mise en place des jonctions intercellulaires, ont été mis en évidence 

dans la modulation des capacités agrégatives des cellules (Aceto, 2014 ; Saias, 2015 ; Gava, 

2018). Est-ce que les agents anticancéreux ciblant la progression des cellules tumorales dans le 



 
 

212 

cycle cellulaire modifient leur capacité d’agrégation en modifiant l’expression membranaire 

des protéines jonctionnelles ?  

Les résultats préliminaires présents dans ces travaux de thèse ont mis en évidence que la 

diminution des capacités agrégatives des cellules tumorales arrêtées en métaphase n’était pas 

associée à une modification de l’expression membranaire de E-cadhérine. A contrario, les 

travaux de Ito et collaborateurs (Ito, 2017) ont identifié une amélioration de l’expression 

membranaire des jonctions apicales au cours de la mitose associée à l’augmentation de la 

tension corticale. Qu’en est-il des autres complexes jonctionnels ? Est-ce que la diminution des 

capacités agrégatives des cellules mitotiques est indépendante de la mise en place des 

jonctions intercellulaires ? 

 

D’autre part, le traitement au palbociclib ne semble pas altérer les capacités agrégatives des 

cellules tumorales en condition ancrage-indépendant bien qu’il ait été montré comme 

responsable d’une diminution de la formation de métastases (Liu, 2017). Étant donnée l’impact 

de l’engagement des cellules au point R sur la mise en place des complexes jonctionnels telles 

que les jonctions adhérentes (Day, 1999), les jonctions communicantes (Solan, 2003) et les 

jonctions serrées (Tapia, 2009), l’arrêt des cellules en phase G1 pré-R induit par le traitement 

au palbociclib pourrait s’accompagner d’une augmentation de l’adhérence intercellulaire 

responsable de l’absence de modulation des capacités agrégatives des cellules traitées en 

comparaison avec les cellules non traitées observée dans ces travaux de thèse. Ces hypothèses 

pourraient faire l’objet de travaux supplémentaires qui permettraient de définir l’effet du 

traitement des cellules tumorales par les inhibiteurs de CDK4/6 sur la régulation des 

mécanismes impliqués dans formation de clusters de CTC par agrégation des cellules en 

condition ancrage-indépendant.  

 

D’une manière générale, l’étude de l’impact des agents ciblant la progression des cellules dans 

le cycle cellulaire sur la modulation de l’expression des protéines régulatrices de la formation 

de clusters de CTC permettrait de mieux définir le mode d’action de ces molécules utilisées en 

thérapie anticancéreuse et ainsi de comprendre les mécanismes responsables de la formation 

de métastases secondaires. 
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Méthode 
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I. Culture cellulaire 

1- Lignées cellulaires tumorales mammaires 

a) Les cellules MCF-7 

 

Les deux lignées de cellules MCF-7 utilisées (ATCC et ECACC) ont été cultivées dans une 

atmosphère humide à 5% de CO2 et à 37°C, en plaque 6 puits ou boite T25 (Falcon). 

 

Le milieu de culture utilisé pour les MCF-7 ATCC est composé de RPMI1640, SVF 10%, Insuline 

1μM et P/S 1%. Celui utilisé pour les MCF-7 ECACC est composé de DMEM, SVF 10% et P/S 1%. 

Pour les acquisitions en vidéomicroscopie, le milieu de culture a été remplacé par du milieu 

OPTIMEM + Glutamax, Insuline 1µM, b-Oestradiol 10nM, EGF 20ng/ml, B-27 (1X, Invitrogen) et 

P/S 1%. 

 

DMEM: Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium, high glucose, Glutamax 

Opti-MEM: Minimal Essential Medium (MEM) réduit en sérum 

RPMI1640: Roswell Park Memorial Institute 1640 

Les milieux de culture, le sérum de veau fœtal (SVF 10%) et la pénicilline/streptomycine (P/S 

1% - 100U/mL) proviennent de Gibco, Life Technologies et l’insuline de Sigma-Aldrich. 

 

ATCC: American Type Culture Collection 

ECACC: European Collection of Authenticated Cell Cultures 

 

2- Traitements 

a) Synchronisation des cellules en métaphase 

 

Pour synchroniser les cellules en mitose, les cellules ont été traitées pendant 20h avec du 

nocodazole (200ng/ml). Elles ont ensuite été incubées dans du milieu de culture contenant du 

nocodazole (200ng/ml) et du MG-132 (25µM) pendant 30 minutes puis dans du milieu 

contenant uniquement du MG-132 (25µM) pendant 90 minutes additionnelles. Les cellules ont 

été par la suite récupérées par shake-off mitotique afin de ne conserver que les cellules en 

mitose. 
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b) Traitement par les agents anticancéreux ciblant les microtubules 

 

Les cellules MCF-7 (ATCC) ont été traitées pendant 24h par un des deux agents ciblant les 

microtubules, le paclitaxel (Sigma, 100nM) appartenant à la famille des taxanes et la vinorelbine 

(Sigma, 20nM) appartenant à celle des vinca-alkaloïdes. 

 

c) Traitement par les inhibiteurs de CDK4/6 

 

Les cellules MCF-7 (ECACC) ont été traitées pendant 24h par un des trois inhibiteurs de CDK4/6, 

l’abémaciclib, le bibociclib et le palbociclib (Euromedex) sur des gammes de concentrations 

allant de 0,1µM à 5µM. 

 

II. Analyses par cytométrie de flux de la répartition des cellules 
dans le cycle cellulaire et de l’expression de la E-cadhérine  

 
1- Analyse de la répartition des cellules dans le cycle cellulaire 

 

Les cellules ont été cultivées en monocouche et traitées ou non par les différentes molécules 

précédemment décrites. Trente minutes avant leur récupération, elles ont été incubées en 

présence d’Ethynyl Déoxy Uridine (EDU) pendant 30min avant d’être décollées par méthode 

chimique (incubation 3 minutes à 37°C en présence de Trypsine 0,05% - EDTA 0,53mM ; Gibco, 

Life technologies ou par shake-off mitotique. Les cellules récupérées sont ensuite lavées après 

centrifugation (1300 tr/min, 3 minutes) dans du PBS/BSA 1% puis fixées à la formaline 10% 

(Sigma-Aldrich) à température ambiante pendant 15 minutes.  

 

Pour réaliser les marquages, après centrifugation, les cellules ont d'abord été re-suspendues 

dans du PBS/BSA 1% - Triton X-100 0,25% pendant 5 minutes sur la glace (perméabilisation) 

puis incubées en présence du cocktail de révélateur de l’EDU préparé selon les indications du 

fabricant (Click-it EDU, Invitrogen) pendant 30 minutes à l’obscurité. Pour la détection de la 

forme phosphorylée de pRb sur les serines 807 et 811, les cellules sont incubées avec un 

anticorps anti-pRb phosphorylé sur les sérines 807/811 (anticorps monoclonal de lapin, clone 

D20B12, Ozyme, 1/400) pendant 1 heure. Après lavage, les cellules ont été incubées avec un 
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anticorps secondaire anti-IgG de lapin couplé à un Alexa 488 (Invitrogen, 1/500e) 1 heure à 

température ambiante à l’obscurité. Pour la détection des cellules en mitose, les cellules sont 

incubées en présence d'un anticorps dirigé contre un épitope phosphorylé, le 3.12.i.22 

(anticorps monoclonal de souris, dilué 1/400, laboratoire LBCMCP) pendant 90 minutes. Après 

lavage, les cellules ont été incubées avec un anticorps secondaire anti-IgG de souris couplé à 

un Alexa 488 (Invitrogen, 1/500e) 1 heure à température ambiante à l’obscurité. Après lavage, 

elles sont incubées de nouveau dans du PBS (1X) contenant de la RNAse (1mg/ml) et un 

intercalant de l’ADN, le DRAQ5 (5�M) ou l’Iodure de Propidium (10µg/ml) pendant 30 minutes 

à l’obscurité. Les cellules ont ensuite été re-suspendues dans du PBS 1% BSA et analysées par 

cytométrie de flux (BD C6 Accuri). Les données ont été acquises et exploitées avec le logiciel 

associé CFlow Plus. 

 

2- Expression membranaire de E-cadhérine  

 

Les cellules vivantes ont été incubées avec un anticorps anti-E-cadhérine (anticorps monoclonal 

de souris, clone HECD-&, Abcam, 1/200) pendant 1h. Après rinçage, les cellules ont été 

incubées avec l’anticorps secondaire anti IG de souris Alexa 488 (Invitrogen, 1/500e) 1 heure à 

température ambiante à l’obscurité les cellules ont été à nouveau rincées, re-suspendues dans 

du PBS et analysées par cytométrie de flux (BD C6 Accuri). Les données ont été acquises et 

exploitées avec le logiciel associé CFlow Plus. 

 

III. Les essais d’agrégation  

1- Test d’agrégation d’une population cellulaire tumorale 

a) Préparation des cellules 

 

Concernant les essais d’agrégation relatifs à la partie sur l’enrichissement des cellules 

tumorales MCF-7 en mitose, le protocole est détaillé dans la partie Matériel et Méthodes de 

l’article. Pour les autres parties des résultats le protocole est sensiblement le même. 

 

Les cellules ont été cultivées en monocouche jusqu’à 70-80% de confluence ou pendant la 

durée des traitements utilisés, avant d’être incubées 2 minutes à 37°C en présence de Trypsine 
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0,05%- EDTA 0,53mM (Gibco, Life technologies) puis comptées. 500 cellules dans 100μL de 

milieu ont été ensemencées dans les 60 puits centraux de plaques 96 puits à fond rond traitées 

pour empêcher l’adhésion des cellules (Ultra-low attachement round bottom 96 wells plates, 

Corning, Costar). 

 

b) Acquisition au vidéomicroscope 

 

Après la centrifugation la plaque 96 puits a été placée sous un microscope qui possède un 

module de contrôle température et CO2 (atmosphère humide à 5% de CO2 et à 37°C). Les 

acquisitions sont démarrées entre 15 et 20 minutes après la dernière centrifugation, ce délai 

correspondant au temps nécessaire pour installer la plaque 96 puits dans l’enceinte sous le 

vidéomicroscope et enregistrer la position de chaque puit qui va être suivi durant l’essai 

(jusqu’à 60 puits pour une expérience). La durée du délai dépend du nombre de puits, cette 

durée est identique pour les réplicas d’une même expérience. 

 

Les acquisitions sont réalisées comme décrit précédemment (Saias, 2015 ; Gava, 2018). Les 

images ont été acquises avec un objectif 10X N.A 0,3 sur un microscope inversé à champ large 

Zeiss Z1 Observer Axio équipé d’une caméra EZ HQ2 CoolSNAP CDD (Roper Scientific). Les 

acquisitions ont été réalisées en lumière transmise durant 5 ou 10 heures selon les expériences 

avec une acquisition de chaque puits toutes les 15 minutes. A chaque temps pour chaque 

position une pile d’images est acquise sur une profondeur de 180μm avec un espace de 20μm 

entre chaque image (9 images obtenues) avec le logiciel Zen (Zeiss). 

 

c) Traitement d’image et quantifications  

 

Pour traiter les images obtenues au cours des essais d’agrégation, suivre et mesurer l’aire des 

cellules au cours du temps un algorithme basé sur un code MATLAB a été développé et 

spécialement optimisé pour les lignées tumorales. Son principe est détaillé dans la partie 

Matériel et Méthodes de l’article. 
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Cet algorithme de segmentation a été développé à l’aide de Matlab R2018a (avec les toolbox 

« Image Processing » et « Parallel Computing » par Renaud Morin (collaboration avec la société 

IMACTIV-3D). Les principales étapes de traitement réalisées sont les suivantes : 

- Pour chaque position contenant un agrégat et à chaque temps une fusion de la pile d’images 

acquises a été réalisée pour obtenir une seule image contenant l’information focalisée. Ce 

procédé est basé sur un filtre de type Laplacien du Gaussien lissé suivi d’un mélange Gaussien 

des pixels acquis sur les différents plans focaux. 

- Le signal correspondant à l’arrière-plan de l’image est déterminé par une technique 

d’ouverture morphologique et soustrait. 

- Un filtre gaussien et un ajustement de l’intensité (égalisation d’histogramme sur l’intensité 

des pixels pour obtenir une saturation de 1% des valeurs extrêmes), suivi d’un seuillage simple, 

sont ajoutés pour générer un masque correspondant aux agrégats. 

- Les agrégats détectés dans l’image binaire en tant qu’éléments connectés corrects sont 

divisés en deux groupes selon leur taille, seuil = 10000 pixels2 soit 4160 μm2 (avec 1 pixel = 

0,645 μm au grossissement 10X), les objets dont la taille est inférieure à ce seuil sont exclus 

pour la mesure d’aire), les trous à l’intérieur des objets binaires sont exclus dans les deux 

catégories afin de mesurer les paramètres standards suivants : nombre d’agrégats, aire de 

l’objet et circularité. Ce procédé de traitement d’image a été développé dans une architecture 

de traitement parallélisé utilisant des processeurs multi-cœurs. 

Circularité = 4p.[(Aire)/(Périmètre)2], une circularité de 1 correspondant à un cercle parfait. 

d) Le flush assay 

 

Cet essai est réalisé après 5 heures d’agrégation selon la méthode décrite dans Gave et al, 2018. 

Les agrégats sont soumis dans leur milieu de culture à une aspiration douce de 50μl de milieu 

avec une pipette p200 puis éjection rapide dans le puits afin de créer un stress mécanique pour 

tester la cohésion de l’agrégat dans le puit en question. Nous avons effectué cette manipulation 

de pipetage 1, 3, 5 ou 8 fois consécutives créant ainsi 4 conditions de flush différentes. Il y 12 

puits pour chaque lignée lors d’un essai d’agrégation ce qui a permis pour une même 

expérience d’avoir 3 réplicas par condition de flush (1, 3, 5 ou 8 pipetages consécutifs) pour 

chaque lignée. Les pipetages ont été fait 3 puits par 3 puits avec une pipette multicanaux pour 
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assurer une reproductibilité entre les 3 réplicas d’une même condition. Les cellules sont ensuite 

sédimentées durant 10 min avant de prélever un échantillon de 10μL/puit et de les transférer 

dans des cellules de comptage (10 chambres) de type FastRead 102 (Biosigma, Dutsher). Pour 

chaque échantillon de chaque puit le nombre de cellules dissociées à l’unité (ou à l’état de 

doublet) et le nombre de clusters présents dans toute la chambre de comptage ont été 

déterminés. 

 

2- Essai à l’échelle cellulaire 

a) Préparation des microdispositifs 

 

Un pré-polymère de PDMS est mélangé avec un agent de polymérisation (Sylgard 184, ratio 

10:1), dégazé sous vide, puis coulé dans un moule en silicium (plateforme RENATER, LAAS, 

CNRS). Après dégazage, le moule est placé à l’étuve à 60°C pendant 12h. Après démoulage, les 

timbres de PDMS sont découpés, récupérés et insérés dans les chambres de boîtes de culture 

CELLviewTM (Greiner Bio-one). Ils sont ensuite stabilisés sur le support en verre par liaison au 

plasma. Les microdispositifs ainsi créés sont stérilisés sous rayons UV avant d’être pré-traités 

par un tensioactif, le Pluronic F-127 (Sigma).  

 

b) Préparation des cellules 

 

Les cellules cultivées en condition monocouche jusqu’à 70-80% de confluence ou pendant la 

durée des traitements utilisés, sont incubées 2 minutes à 37°C en présence de Trypsine 0,05% 

- EDTA 0,53mM (Gibco, Life technologies) puis comptées. 42440 cellules dans 1ml de milieu 

ont été ensemencées dans une des quatre chambres des boîtes de culture contenant les 

micropuits en PDMS. L’essai d’agrégation est lancé 20 minutes après sédimentation des cellules 

au fond des puits. 

 

c) Acquisition au vidéomicroscope 

 

Les images ont été acquises avec un objectif 10X N.A 0,3 sur microscope inversé à champ large 

Zeiss Z1 Observer Axio équipés d’une caméra Axiocam 506 (Zeiss). Les acquisitions ont été 
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réalisées en lumière transmise et en fluorescence durant 3 heures avec une acquisition de 

chaque puits toutes les 10 ou 50 secondes.  

 

d) Traitement et analyse d’image 

 

La segmentation des cellules et des clusters est réalisée par binarisation des images acquises 

en fluorescence. La détermination des paramètres morphométriques des objets identifiés est 

réalisée grâce à une macro développée sous le logiciel Fiji en collaboration avec Mathieu 

Vigneau.  

 

La détermination du nombre d’interactions cellulaires est réalisée manuellement après 

montage des films sous le logiciel Fiji. 

 

La vitesse de déplacement des cellules ainsi que la persistance du mouvement sont évaluées 

sous le logiciel Imaris qui permet d’effectuer un tracking du signal de fluorescence nucléaire de 

chaque cellule en cours d’agrégation et de mesurer la distance parcourue au cours de ce 

déplacement. Ces mesures sont réalisées après la détection des objets par le logiciel au cours 

du temps par le module « Surfaces and Spots ». 

 

L’analyse de l’activité CDK2 des cellules MCF-7 DHB-mVenus/H2B-mChhery a été réalisée grâce 

à une macro développée sous le logiciel Fiji en collaboration avec Mathieu Vigneau. 

Brièvement, un masque binaire est réalisé sur l’intensité de fluorescence de la protéine H2B-

mCherry. Un contour de ce masque est tracé et une mesure de l’intensité de fluorescence de 

la protéine DHB-mVenus est réalisée sur un pas de rétrécissement de 2µm à l’intérieur du 

contour du masque pour obtenir la valeur nucléaire, et un élargissement de 2µm à l’extérieur 

du contour du masque pour obtenir la valeur cytoplasmique. Le ratio cyto-nucléaire de 

l’intensité de fluorescence de la protéine DHB-mVenus est ainsi automatiquement réalisée sur 

chaque cellule identifiée à chaque pas de temps. Pour évaluer l’évolution de la valeur de ratio 

de manière spécifique à chaque cellule identifiée, le suivi de la position du noyau des cellules 

marqués par la protéine H2B-mCherry est réalisé par la méthode du centroïde le plus proche. 
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Abréviations 
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CAF : cancer associated fibroblastes 

CCM: collective cell migration 

Cdc25: cell division cycle 25 

CDK : cyclin-dependent kinases 

CKI: CDK inhibitor 

CTC : cellules tumorales circulantes 

EDTA : Ethylène Diamine Tétra Acétiqu 

FDA : Food Drug Agency 

KIF: kinesin superfamily 

MCC : mitotic checkpoint complex 

MEC : Matrice extra-cellulaire 

NK: Natural Killer 

NO : nitric oxide 

PDMS : Polydimethyl siloxane 

pRb : protéine du rétinoblastome 

SAC : spindle assembly checkpoint 

TAM : tumor associated macrophages 

TEM : migration trans-endothéliale 
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Lexique 
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Anoïkis : Signal spécifique d’induction d’apoptose due à un défaut d’interaction entre une 

cellule et la matrice extracellulaire.  

 

Apoptose : Mécanisme physiologique intrinsèque programmé conduisant à la mort cellulaire 

en réponse à un signal. 

 

Clairance : Capacité d’un tissu, d’un organe ou d’un organisme à éliminer une substance 

donnée d’un liquide biologique comme le sang. 

 

Invadopodes : Structures cellulaires épithéliales constituées d’actine prenant la forme d’une 

invagination à l’intérieur de laquelle se trouvent des allongements en forme de doigts. 

 

Podosomes : Structures coniques riches en actine retrouvées à la surface externe de la 

membrane plasmique des cellules animales. 
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Agrégation des cellules tumorales et cycle cellulaire 

 

La mortalité associée au cancer est principalement liée à la maladie métastatique. Le 

mécanisme de formation des métastases comporte plusieurs étapes depuis le détachement 

de cellules de la tumeur primaire, leur intravasion dans les systèmes circulatoires où elles 

survivent sous forme de cellules tumorales circulantes (CTCs), puis leur extravasion dans les 

organes distants où elles établissent des lésions malignes. Initialement décrit comme 

provenant de l’échappement de cellules individuelles depuis la masse tumorale primaire, 

depuis plusieurs années, le détachement et la migration de groupes de cellules ont également 

été observés et mis en lien avec la formation de métastases. On les retrouve au niveau de la 

circulation sanguine sous forme de clusters de CTC dont le potentiel métastatique a été révélé 

comme supérieur à celui de cellules tumorales circulantes isolées. De plus, leur présence chez 

les patients est associée à un pronostic péjoratif d’évolution de la maladie. Ainsi, la 

compréhension des mécanismes responsables de la formation de ces structures agrégatives 

de cellules tumorales présente un enjeu majeur dans le traitement de la progression du 

cancer.  

Le cycle cellulaire est un processus physiologique contrôlé par différents régulateurs tels que 

les kinases dépendantes des cyclines (CDK), et assure le bon déroulement du phénomène de 

division cellulaire d’une cellule mère en deux cellules filles identiques. Des altérations de sa 

régulation sont des caractéristiques associées à la prolifération incontrôlée des cellules 

tumorales.  

Dans ce contexte, l'objectif de mes travaux de thèse a été d'étudier les relations entre la 

capacité des cellules tumorales à former des clusters et la dynamique de progression dans le 

cycle cellulaire. Nous avons mis en œuvre différentes technologies semi-automatisées, 

précédemment développées au laboratoire, associant l’imagerie en temps réel et le 

traitement d’image. Ces approches nous ont permis de réaliser une analyse quantitative de la 

dynamique l’agrégation des cellules tumorales mammaires de la lignée MCF-7 in vitro en 

condition ancrage-indépendant.  

Dans une première partie de nos travaux, nous avons cherché à déterminer le rôle l’agrégation 

des cellules tumorales sur la progression des cellules dans le cycle cellulaire. A l'échelle de la 

population cellulaire, nous n'avons pas mis en évidence de modification de la répartition des 
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cellules dans le cycle cellulaire au cours de ce processus. À l'échelle cellulaire, via l’utilisation 

d’une lignée de cellules MCF-7 exprimant un rapporteur fluorescent de l’activité de la kinase 

CDK2, nous avons montré que les cellules ayant franchi le point de restriction (R) formaient 

des clusters de manière moins efficace, suggérant que la position des cellules dans le cycle 

modulait leur capacité à agréger.  

Dans une seconde partie, j'ai étudié l’impact de l'altération de la progression des cellules 

tumorales mammaires dans le cycle cellulaire en réponse à des traitements pharmacologiques 

sur leur capacité à former des clusters. J’ai ainsi montré que des cellules synchronisées au 

point de contrôle intra-mitotique, présentaient une altération de leur capacité à agréger, 

altération qui semble être associée à une moindre capacité à former des extensions 

membranaires. De manière similaire, le traitement des cellules MCF-7 avec du taxol ou avec 

de la vinorelbine, deux poisons des microtubules utilisés en thérapie anti-tumorale, altère leur 

capacité à agréger. Dans une moindre mesure, des résultats préliminaires ont également 

montré qu’un traitement avec les inhibiteurs des kinases dépendantes des cyclines CDK4/6 

altérait la capacité à former des clusters. 

Ensemble, ces résultats apportent des éléments nouveaux et complémentaires aux études 

préalables réalisées sur les régulateurs de la formation de clusters impliqués dans la formation 

de métastases et pourraient permettre de mieux comprendre les effets, parfois adverses, de 

certains traitements. 

 

Tumor cell clustering and cell cycle dynamics 

 

Metastases account for the great majority of cancer-associated deaths. Metastasis formation 

consists in several steps from the invasion of the tissue surrounding the primary tumor, 

intravasation in the bloodstream where they survive as circulating tumor cells (CTCs), to 

extravasation and colonization of distant organs in order to form malignant lesions. The 

escape of individual cells from the primary tumor is at the initiation of this process. 

Nonetheless, recent advances have shown the invasion and migration of cellular groups in the 

metastasis formation cascade. Clusters of CTC has been identified in the blood of patients in 

many cancers and they have shown to have a higher metastatic potential than single CTC. 

Moreover, their presence in patient bearing tumors is characterized as a worse prognosis in 
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cancer evolution. Thus, the understanding of the mechanisms underlying the formation of 

these aggregative tumor cell structures is an important issue in the treatment of cancer 

progression.  

The cell cycle is a physiological process controlled by several regulators as cyclin-dependent 

kinases (CDKs) leading to cell division in two identical daughter cells. Alterations of the cell-

cycle regulation is the most fundamental trait of cancer cells inducing their ability to sustain 

chronic proliferation. 

The aim of my work was to study the relationship between tumor cells ability to form clusters 

and their cell cycle dynamic progression. We used semi-automated imaging technologies 

combining time lapse microscopy and image processing to perform a quantitative analysis of 

the dynamic of aggregation of breast tumor cells in vitro in anchorage-independent 

conditions. 

First of all, we aim to determine the role of tumor cell aggregation in the cell-cycle progression. 

At the cellular population scale, we did not highlight a modification of the cellular repartition 

in the cell cycle during this process. In order to measure this phenomenon at the cell scale, we 

used an MCF-7 cell line expressing a fluorescent reporter for CDK2 kinase activity. This work 

allowed us to show that cells having cross the restriction point formed clusters less efficiently, 

suggesting that the position of cells in the cycle modulated their ability to aggregate. 

In a second time, I studied the impact of altered progression of breast tumor cells in the cell 

cycle in response to pharmacological treatments on their ability to form clusters. Thus, I 

demonstrated that cells synchronized at the intra-mitotic checkpoint showed an impairment 

of their ability to aggregate that appears to be associated with a reduced ability to form 

membrane extensions. Similarly, treating MCF-7 cells with taxol or with vinorelbin, two 

microtubules targeting poisons used in anti-tumor therapy, impairs their ability to aggregate. 

Besides, preliminary results obtained with CDK4/6 cyclin dependent kinases inhibitors 

treatments also showed an impaired ability to form clusters. 

Together these data provide new and complementary elements to the previous studies based 

on the regulators of cluster formation involved in the formation of metastases and could 

provide a better understanding of the effects, possibly adverse, of certain treatments. 
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