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SEQUENCES PEPTIDIQUES NOMS ABREGES
Ac-DVRGDN(-eAhx-Y-C-NH,) P21
Ac-DVRGDBAla-Ahx-Y-NH, P15
Ac-REDV-gAhx-C-NH, P18
¢(VRGDpN) C8
c[DVRGDE(-eAhx-Y-C-NH,)] T26

T29

c[DRpVGE(-eAhx-Y-C-NH,)]

Ahx : Acide 6 aminohexanoique
P : Linéaire

C : Cyclique

T : Tailed

Ac: Acétyl
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SMCC SMCC
SMCC SMCC
SMCC SMCC
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N SMCC— Cys
SMCC
SMCC— Cys
Cys —SMCC 4
SNiCC SMCC— Cys
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5
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R
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Représentation shématique des différents types de BSA modifiées, utilisées pour reconditionner
des surfaces en polystyréne.
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Résumé

L'adhérence des cellules dépend des protéines de la matrice extracellulaire (MEC) ainsi que de
leurs récepteurs, les intégrines. Afin d'augmenter cette adhérence sur des supports peu
adhésifs, différentes approches sont possibles. Parmi celles-ci, nous avons choisi de
synthétiser des peptides mimant les protéines de la MEC et de les greffer sur de la BSA. En
effet, au sein de nombreuses protéines de la MEC, il existe un domaine favorisant 1'adhérence
cellulaire : le motif RGD. Nous avons donc choisi de synthétiser des peptides linéaires et
cycliques munis d’un bras d’ancrage contenant le motif RGD. Dans la forme cyclique, le motif
RGD se trouve dans sa conformation idéale (en boucle). Avant de greffer ces peptides sur un
matériau, nous les avons tout d'abord testés en solution afin de vérifier leur effet inhibiteur sur
I'adhérence cellulaire sur de la FN. Ensuite, nous avons essayé de voir si les peptides RGD
étaient capables de reproduire les effets biologiques de la fibronectine (FN). Pour ce faire, les
peptides ont ét€ greffés sur de la BSA, protéine plutdt anti-adhésive. Les résultats obtenus
montrent que par cette approche, la BSA modifiée par les peptides favorise 1'adhérence
cellulaire de manieére comparable a la FN. Enfin, dans une troisiéme partie, nous avons voulu
vérifier si un peptide contenant le motif RGD pouvait induire, comme la FN, la formation de
plaques d'adhérence, enrichies en protéines phosphorylées en tyrosine. Nos expériences ont
permis de montrer que la présence de peptides RGD sur de la BSA induit la formation de

plaques d’adhérence dans les cellules endothéliales de maniére comparable a la FN.
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INTRODUCTION



Avant propos

Le travail réalisé s'inscrit dans le cadre d'un projet inter-universitaire financé par la
Région Wallonne sur les biomatériaux. Celui-ci visait 2 moduler I'adhérence cellulaire et
par la-méme, la prolifération et I'activation de cellules en culture sur des polymeres tels
que le polyéthylene téréphtalate - PET-, polymere biocompatible accepté pour les greffons
vasculaires, ou le polystyréne, classiquement utilisé en culture de cellules.

Etant donné que 1'adhérence d'une cellule dépend directement des protéines de la
matrice extracellulaire (MEC) et des récepteurs correspondants, les intégrines, différentes
approches ont ét€¢ proposées pour modifier la surface des polymeres afin de mimer au
mieux la situation in vivo. Ainsi, divers laboratoires tentent de greffer ou d'adsorber des
protéines entieres, des peptides ou encore des peptido-mimétiques. Au Laboratoire de
Biochimie et Biologie Cellulaire, nous nous sommes surtout intéressés au greffage de
peptides sur des matériaux tels que le polystyrene et la BSA (albumine de sérum bovin).
La BSA est reconnue pour ses propriétés anti-adhésives et constitue donc un modele
expérimental intéressant d'acquisition, par greffage de peptides, de propriétés pro-

adhésives.

Comme nous venons de le mentionner, plusieurs approches sont envisageables afin
de mimer la MEC. La premiére possibilité consiste en I'utilisation de protéines de la MEC
purifiées (fibronectine, collagéne, laminine,...), exprimées de fagon constitutive par les
cellules. Toutefois, cette solution présente plusieurs inconvénients, car différentes étapes
sont lourdes a mettre en oeuvre pour les obtenir comme par exemple, I'extraction de la
protéine et sa purification. Pour éviter ces taches fastidieuses, on peut se procurer
certaines de ces protéines, disponibles commercialement, mais leur coiit est treés élevé. On
peut également les produire par génie génétique. En introduisant un plasmide codant pour
une protéine de la matrice extracellulaire ou des fragments de cette protéine dans unc
bactérie hote, on peut obtenir cette protéine (ou des fragments) exprimée par la bactérie,
excrétée et purifiée. Il n'en demeure pas moins que ce sont des protéines, de poids
moléculaire trés élevé et difficiles 2 manipuler. En outre, il s'agit de glycoprotéines, ce qui
pose des problémes lorsqu'on les exprime en bactéries et la plupart des protéines de la
MEC sont polymériques (homo-ou hétéropolymériques), ce qui complique également

l'approche génétique.

Une autre approche possible consiste a synthétiser des peptides mimant les
protéines de la MEC. En effet, au sein de ces protéines, on retrouve des domaines de

petite taille indispensables pour 1'adhérence cellulaire tandis que d'autres le sont moins ou
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Figure I.1. : Exemples de signaux médiés par des éléments de la matrice extracellulaire (d'aprés
Roskelley et al., 1995).
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Figure 1.2. : Représentation schématique d'une intégrine (d'aprés Albelda et Buck, 1990).




méme pas du tout. C'est pourquoi, au laboratoire, nous avons choisi de synthétiser des
peptides contenant un motif peptidique présent dans les domaines d'adhérence de la
plupart des protéines de la MEC : le motif Arginine-Glycine-Acide Aspartique (RGD).
Nous avons synthétisé ces peptides sous forme, linéaire et cyclique. Gurrath et al., (1992)
ont en effet démontré que la cyclisation d'un peptide possédant la séquence RGD
augmentait 1'affinité des intégrines pour ces peptides. Dans ce cas, on se rapproche
effectivement de la conformation dans laquelle se trouve le motif RGD dans la protéine
native (Main et al., 1992).

Enfin, une quatri¢me approche consiste a synthétiser des composés non peptidiques
qui miment la structure du motif RGD et pourront étre reconnus par les récepteurs
cellulaires tout comme 1'étaient les peptides ou les protéines. Ce sont de petites molécules
appelées peptido-mimétiques Cette approche a été réalisée par I'équipe du Professeur
Marchand a 'UCL.

1. Récepteurs cellulaires : les intégrines

L'adhérence cellulaire semble étre fondamentale pour la cellule. En effet, on a
longtemps pensé que I'adhérence était un phénomene passif alors qu'en fait elle influence
divers processus tels que la croissance, la différenciation, la réponse inflammatoire, ... et
ce, en modulant l'expression génique (figure 1.1.). Cette adhérence est médiée par des
récepteurs qu'on nomme intégrines. Celles-ci interviennent dans I'interaction cellules-
cellules mais aussi dans l'interaction cellules-matrice extracellulaire (Hynes, 1992), au
niveau des protéines telles que la fibronectine, les collagénes, la laminine, ... Dans ce
travail, nous nous limiterons aux interactions cellules-matrice extracellulaire, puisque le
but du travail est de modifier des surfaces de polymeéres, en vue de recréer artificiellement
des motifs de type matrice extracellulaire sur ces polymeres. Signalons néanmoins que les
interactions cellules-cellules modulent €galement considérablement le comportement
cellulaire. Comme déja mentionné, les interactions cellules-cellules font intervenir les
intégrines, mais également d'autres systémes ligands-récepteurs, tels que les cadhérines,
les sélectines et les protéines de la superfamille de immunoglobulines, dont V-CAM et
PECAM.

Les intégrines constituent une famille homogeéne de glycoprotéines
transmembranaires formant des hétérodiméres ayant une sous-unité o (120 a 180 kDa) et
une sous-unité B (90 a 110 kDa) liées de fagon non covalente (figure 1.2.).
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Figure 1.3. : Représentation schématique des associations entre les sous-unités o. et 8 identifi€es

dans les intégrines (d'apreés Ruoslahti et al., 1994). Les ligands des diverses intégrines sont
également cités, ainsi que le rdle éventuel du motif RGD.
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Figure 1.4. : Structure des domaines extracellulaires des sous-unités o et 3 des intégrines

(d'aprés Humphries, 1996). Les 3 sites impliqués dans la liaison au ligand sont entourés et les
sites de liaison aux ions calcium sont indiqués par un +. Ces sites ont été identifiés entre autre

via des anticorps monoclonaux, une production de fragments d'intégrine recombinante ...




A l'heure actuelle, 16 sous-unités o et 9 sous-unités B ont été identifiées. Cela
constituerait plus de 100 hétérodimeres possibles. Or, en réalité, seule une vingtaine de
dimeres existent dans la nature. Cela signifie donc qu'il y a des associations préférentielles
entre les sous-unités o et B (figure 1.3.).

Tout comme une intégrine peut étre exprimée par des types cellulaires différents,
une méme cellule peut exprimer des intégrines différentes. Toutefois, il a ét€ démontré que
certaines intégrines étaient spécifiques d'un type cellulaire (Ruoslahti, 1994). Par
exemple, les intégrines oy, B, et 0,8, sont spécifiques des plaquettes (Raes, 1994).

La diversité des intégrines se complexifie encore par I’existence d’un épissage

alternatif des sous-unités o et B3.

Les deux sous-unités o et 3 sont des glycoprotéines constituées d'un segment
transmembranaire, d'un domaine cytoplasmique, et d'un domaine extracellulaire. Pour la
plupart des intégrines, les domaines cytoplasmiques sont courts (moins de 50 acides
aminés). Seule la sous-unité B, a un domaine cytoplasmique de plus de 1000 acides
aminés (soit un poids moléculaire total de 220.000). Les domaines extracellulaires (plus
de 75 kDa pour 8 et plus de 100 kDa pour c) s’associent pour former I’hétérodimere 3.

Chaque sous-unité B contient dans sa partie extracellulaire 4 domaines riches en
cystéines formant des ponts disulfures. Une région conservée proche de l'extrémité
amino-terminale contribue au domaine de liaison du ligand (figure 1.4.) (Humphries,
1996). Quant au domaine intracellulaire, c'est par son intermédiaire qu'un lien est réalisé
avec les protéines du cytosquelette telles la vinculine, I'0i-actinine et la taline (Albelda et
Buck, 1990). Toutefois, l'interaction des intégrines avec le cytosquelette et la MEC
nécessite la présence des 2 sous-unités.

En ce qui concerne la sous-unité o, elle posseéde dans sa partie extracellulaire 7
domaines répétitifs. Certains d'entre eux (3 a 4) ont la capacité de fixer des cations
bivalents tels que le Ca®* (Bosman, 1993). La nature de ces cations peut affecter a la fois
l'affinité et la spécificité du ligand (Hynes, 1992). Kirchofer et al. (1990) ont montré que
ces cations sont nécessaires a l'association de certaines intégrines. Tout comme pour la
sous-unité B, le domaine extracellulaire de la sous-unité o, contribue aussi a la liaison du

ligand.

La liaison des protéines de la MEC aux intégrines se fait par la reconnaissance de

domaines spécifiques présents au niveau de la protéine de la MEC. Cette reconnaissance




Table 1. Integrin rccognition sequences

Sequence RGD KQAGDYV LDV KRLDGS DGEA

asfy (a38:)

a. B,

a, B,y

a.Bs

a. B,

anunBy auBs a;f,
(a:8y)

(ayB8,)

aABI
anfr

Tableau I.1. : Tableau récapitulatif des principales séquences en aa impliquées dans la
reconnaissance intégrine-ligand, avec les intégrines correspondantes (d'apres Ruoslahti, 1994).




permet donc I'ancrage de la cellule a la matrice. Pour la plupart de ces domaines, on a pu
identifier un motif peptidique court, qui était la séquence minimale nécessaire pour qu'il y
ait reconnaissance. C'est le cas du motif RGD, le plus courant. Parmi les autres motifs,
on trouve par exemple les séquences DGEA, YIGSR, LDV, REDV, ... (tableau I.1.).
Une particularité de la séquence REDV est qu'elle semble étre spécifique des cellules

endothéliales.

Lorsque la reconnaissance intégrine-ligand est réalisée, il se produit un
regroupement des intégrines au niveau de la membrane cellulaire formant un site
d'adhérence focale (Kornberg et al.,1991). C'est a ce niveau que les intégrines font le lien
avec d'une part les protéines associées au cytosquelette et les microfilaments (figure 1.5.),
et d'autre part des protéines impliquées dans la transduction du signal (figure 1.6.) (Clark
et Brugge, 1995). Ainsi, en plus de leur rdle "mécanique”, les intégrines peuvent
transmettre des signaux biochimiques de la MEC vers l'intérieur de la cellule, modulant
l'expression génique. Nous n'évoquerons que brievement la transduction du signal par les
intégrines qui dépasse le cadre de ce travail. Nous pouvons dire malgré tout qu'il existe
différentes voies possibles de transduction par les intégrines qui ont de nombreuses
interconnections entre elles. Toutefois, si beaucoup de choses ont été élucidées dans ce
domaine au cours des dernieres années, certains points restent encore a élucider (figure
1.6.).

Les intégrines n'ont pas d'activité catalytique intrinseque (telle qu'une activité
tyrosine kinase, par exemple), pourtant leur regroupement induit la phosphorylation de
résidus tyrosine d'une protéine dont le poids moléculaire se situe entre 115 a 130 kDa, la
pp125 FAK
active que lorsqu'elle est phosphorylée sur la tyrosine 397. Cette phosphorylation, induite

ou FAK (focal adhesion kinase). FAK est une tyrosine kinase, qui ne devient

par l'occupation des intégrines par leurs ligands, résulte vraisemblablement d'une auto-
phosphorylation mais aussi de I'association de FAK avec une seconde tyrosine kinase,
pp60™ ou src, ce qui aboutit a la formation d'un complexe tyrosine kinase FAK-src. Src
interagit avec FAK via son domaine SH2, & haute affinité pour les tyrosines

5% est donc I'une des protéines majeures recrutées au niveau des

phosphorylées. La pp12
intégrines et qui joue un rdle clé dans la transduction du signal liée aux intégrines
(Richardson et Parsons, 1995). Gréice aux techniques d'immunofluorescence, il a été

SFAK

démontré que ppl12 est bien localisée aux sites d'adhérence focale lorsque des cellules

adhérent sur des substrats contenant le motif RGD (Schaller et al., 1992).

Différents domaines de la pp125™* interviennent pour sa localisation aux sites

focaux. Ainsi, un domaine situé dans sa région carboxy-terminale (aa 853-1012), appelé
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Figure L. 6. : Evénements moléculaires impliqués dans la transduction du signal via les
intégrines (daprés Dedhar et Hannigan, 1996).
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Figure 1.7. : Représentation schématique des domaines de la pp 125™X (d'aprés Schaller et
Parsons, 1994).
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Figure L.8. : Représentation centrée sur la pp125™* des complexes supramoléculaires se
formant lors du regroupement des intégrines et aboutissant a l'activation de la cascade des
MAP Kinases représentée dans la figure 1.6.(d'aprés Clark et Brugge, 1995).




FAT ou "focal adhesion targetting domain", permet le recrutement de la pp125™¥ a ces
sites (Hildebrand ez al., 1993). La séquence amino-terminale quant a elle peut se lier au
domaine cytoplasmique de la sous-unité 3 des intégrines (Schaller et al., 1994). La partie
SFAK

catalytique de la pp12
1.2,

se situe entre les domaines COOH- et NH,-terminaux (figure

Parsons et al. (1994) ont identifié plusieurs substrats de la pp125™* (figure L.5. et
1.6.). On retrouve notamment la paxilline et la tensine qui sont des protéines du
cytosquelette et d'autres protéines telles que pp60*™ et pp59”" qui interviennent également

dans la transduction du signal. La paxilline s'associe a la pp125™¥

via une séquence
carboxy-terminale de la pp125™X distincte du domaine FAT. D'autre part, la pp125™¥ via
ses tyrosines phosphorylées recrute d'autres protéines contenant un domaine SH2
(Schlaepfer et al., 1994). Signalons par exemple, l'adaptateur Grb2, complexé a la
protéine Sos, qui active la cascade bien décrite des MAP Kinases, également impliquées
dans plusieurs voies de transduction du signal, et en particulier, dans celles induites par

les facteurs de croissance (figures 1.6. et 1.8.)

Outre la phosphorylation de nombreuses protéines, le regroupement des intégrines
entraine également un remaniement du cytosquelette. Les intégrines, par le domaine
intracellulaire de la sous-unité B, se lient aux protéines du cytosquelette. Parmi celles-ci,
on retrouve l'oi-actinine, la vinculine, la taline, la paxilline et la tensine. A leur tour, ces
protéines se lieront aux filaments d'actine assurant ainsi le lien entre les intégrines et les
microfilaments. Ainsi, elles sont colocalisées avec les intégrines au niveau des sites
d'adhérence focale (Clark et Brugge, 1995). Comme le montre la figure I.5., on remarque
que l'interaction des filaments d'actine avec la sous-unité B des intégrines, se réalise par
l'intermédiaire de nombreuses protéines dont les relations entre elles sont complexes.

Parmi ces protéines, on retrouve la tensine, I'a-actinine et la vinculine.

Toute cette architecture protéinique semble jouer un role important dans 1'adhérence
et dans la morphologie cellulaire, impliquées dans I'étalement et la mobilité de la cellule.
L'intégrité du cytosquelette semble nécessaire pour l'activation de pp125¥4. En effet,
l'utilisation d'inhibiteurs de 1'assemblage du cytosquelette (par exemple, la cytochalasine
D qui désorganise les microfilaments) abolit I'activation de plusieurs tyrosine kinases et
entraine le dysfonctionnement des intégrines (Schaller et Parsons, 1994).

La formation de plaques d'adhérence et le remaniement du cytosquelette découlent
de différentes voies biochimiques intracellulaires qui conduisent a une augmentation du
taux de calcium et du pH dans la cellule, 2 des changements dans le métabolisme




phospholipidique et enfin a des changements dans 1'expression génique. Ceux-ci sont
médiés entre autres par la voie des MAP Kinases (mitogen-activated protein kinase). En
effet, la MAP Kinase peut phosphoryler des facteurs de transcription et a ét€ impliquée
dans la régulation de l'expression de génes dans plusieurs types cellulaires (Jonhson et
al., 1994). Ainsi, Huhtala et al. (1995) ont montré que, dans les fibroblastes synoviaux
de lapin, l'occupation des intégrines o8, favorise Il'expression des genes de
métalloprotéinases spécifiques alors que celle de l'intégrine o, B, ne l'affecte pas. Ainsi
donc, en plus d'étre impliquées dans des voies biochimiques, les intégrines peuvent agir
comme mécano-récepteurs transmettant des signaux de stress a partir de la surface
cellulaire jusque dans le noyau (Pierson, 1995). La modulation des activités d'éléments
régulateurs, agissant en cis ou en trans, a pour conséquence l'induction de 1'expression
génique. Récemment, il a ét€¢ démontré que la régulation de l'expression de génes dans
des tissus spécifiques nécessitait a la fois la transduction de signaux biochimiques et
mécaniques.

Ces remaniements intracellulaires lors de la reconnaissance intégrines-protéines de
la MEC nous ont permis de comprendre que les interactions cellules-cellules ou cellules-
MEC médiées par les intégrines sont intimement impliquées dans la régulation de
nombreuses fonctions cellulaires et dans de nombreux processus, incluant le
développement embryonnaire, la croissance de cellules tumorales, I'apoptose,
I'hémostase, ...

Ainsi par exemple, les mouvements de cellules durant la réparation d'un tissu
dépendent des interactions médiées par les intégrines. Le caillot sanguin résulte d'un
réseau formé principalement de fibronectine plasmatique et de fibrine. Cela fournit une
matrice sur laquelle les cellules peuvent s'attacher et migrer (Ruoslahti, 1994). Clark
(1990) a montré que les kératinocytes utilisaient les récepteurs a la fibronectine pour
migrer au niveau de blessures épidermiques. Ces cellules n'expriment ces récepteurs que
lorsqu'elles sont issues de tissus endommaggés.

D'autre part, nous savons que les cellules normales synthétisent leurs propres
constituants de la matrice extracellulaire alors que les cellules tumorales, pour lesquelles la
prolifération n'est plus dépendante de I'adhérence, n'en produisent plus ou a un taux
inférieur. Plantefaber et Hynes (1989) ont mis en évidence que l'expression de 1'intégrine
o, €tait réduite dans les cellules transformées, cette intégrine correspondant au récepteur
de la fibronectine. De plus, Giancotti et Ruoslahti (1990) ont montré qu'en transfectant
des cellules CHO avec les génes codant pour I'intégrine o B,, il y avait une augmentation

dans la syntheése et la libération de fibronectine. Une surexpression du récepteur oL f3,




supprime le phénotype transformé des CHO. En effet, ces cellules synthétisent de la FN,
migrent moins, acquierent des caractéristiques de cellules normales. Il est connu que le

récepteur a la fibronectine est nécessaire pour la mise en place de la matrice.

D'autres études nous révélent que les intégrines interviennent également dans
I'apoptose. D'aprés Meredith (1993), les cellules endothéliales et épithéliales normales
entrent en apoptose si elles sont détachées de leur substrat par des peptides RGD. Une
fois que la cellule perd contact avec les composants de la MEC, elle meurt. Ainsi, on peut
dire que l'apoptose peut €tre induite par des signaux mécaniques correspondant au
détachement d'une cellule de sa MEC.

Enfin, les glycoprotéines d'adhérence jouent également un role actif en régulant les
réponses inflammatoires. Quatre types de molécules d'adhérence (P-sélectine, E-sélectine
(ELAM-1), ICAM-1 et VCAM-1) contrdlent en effet la diapédese des granulocytes aux
sites d'inflammation (pour revue, voir Wegner et al. (1993)). Ainsi, on comprend mieux
que plusieurs maladies associées a des anomalies génétiques, affectant les intégrines,
peuvent avoir une importance dans divers procédés physiologiques et pathologiques. Une
altération des intégrines o, B, et o8, provoque des infections bactériennes récurrentes.
Les recherches visant a interférer avec ces récepteurs, en utilisant par exemple des
anticorps ou des peptides constituent également une nouvelle approche pour des
interventions thérapeutiques dans des maladies telles que la thrombose, 1'inflammation, le

cancer, ...

2. La matrice extracellulaire

2.1. Généralités

La MEC fut tout d'abord considérée comme un ensemble structural maintenant les
cellules les unes aux autres.

Mais, par la suite, des analyses biochimiques ont permis de caractériser les
constituants-mémes de la matrice et d'en découvrir de nouveaux variants ainsi que des
récepteurs cellulaires. On a pu mettre en évidence le caractere actif de la MEC notamment
dans la différenciation cellulaire, le développement embryonnaire, la réparation
tissulaire, ... Les composants de la MEC, bien qu'en général insolubles, peuvent affecter
et réguler des événements cellulaires de maniere spécifique tout comme les facteurs de
croissance, les cytokines et les hormones solubles (Von der Mark et al., 1992).
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Tableau L.2. : Propriétés de la fibronectine (d'aprés Hynes et Yamada, 1982).
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La découverte des constituants de la MEC en a montré la complexité. En effet, elle
est formée en majeure partie de fibres de collagenes, de fibronectine et d'autres
glycoprotéines, ainsi que de protéoglycanes et de glycosaminoglycanes telles que 1'acide
hyaluronique (Von der Mark et al., 1992). Nous ne décrirons pas ces deux derniers
constituants mais nous vous renvoyons aux revues de Kjellén et Lindhal (1991) pour les
protéoglycanes ainsi qu'aux revues de Jackson et al. (1991) et de Hardingham et Fosang
(1992) pour les glycosaminoglycanes. Dans ce travail, nous nous attacherons

exclusivement aux composants de la MEC interagissant avec les intégrines.

2.2. Fibronectine

La fibronectine (FN) est une glycoprotéine dimérique (PM de 450.000 Da), jouant
un role important dans différents processus cellulaires impliquant les interactions des
cellules avec les constituants de la MEC (c'est-a-dire I'adhérence cellulaire, la
morphologie, 1'organisation du cytosquelette, la différenciation, ...). Cette protéine
représente le constituant principal de la MEC qui puisse promouvoir l'adhérence et
I'étalement cellulaire (Raes, 1994).

On retrouve la FN dans les tissus conjonctifs et dans la plupart des membranes
basales. La FN est également présente sous forme de protéines solubles dans le plasma.
Elle est synthétisée par de nombreuses cellules. Les fibroblastes et les cellules

endothéliales en sont les principaux producteurs.

Une caractéristique importante de la FN est qu'elle est capable d'interagir
spécifiquement avec de nombreuses autres macromolécules telles que la gélatine, le
collagene, I'héparine, ... et avec de nombreux types cellulaires.

Hynes et Yamada (1982) ont déterminé la structure et les propriétés biochimiques
principales de la FN (tableau 1.2). Celle-ci est constituée d'un dimere polypeptidique dont
chaque sous-unité a un poids moléculaire de 220 a 250 kDa. Ces 2 sous-unités sont
similaires et liées par deux ponts disulfures du cdté carboxy-terminal. Chaque chaine est
constituée d'un bras flexible et allongé d'environ 60 nm de long et est formée de plusicurs
domaines globulaires dont la liaison aux cellules ou aux molécules est spécifique. Les

régions polypeptidiques flexibles sont plus susceptibles d'étre attaquées par des protéases.

Comme le décrivent Petersen et al. (1983) et Skorstengaard et al. (1982, 1984), la
FN est constituée d'une série de répétitions homologues, encore appelées modules (figure
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Figure 1.10. : Structure tertiaire des modules de type I, II et III de la fibronectine (d'apres Potts

et Campbell, 1994).




I.9.). Cette analyse a pu étre réalisée par digestion de la FN avec la plasmine ou la
chymotrypsine donnant lieu a des domaines séparés, structurés de la FN. Ces modules
sont de 3 types : type I, type II, type III. Les modules sont organisés en domaines
fonctionnels résistant a la protéolyse et contenant des sites de liaison pour différentes
protéines et glycosaminoglycanes de la MEC ou du plasma, ainsi que pour les cellules via
les intégrines (figure 1.9.). Les structures tertiaires de ces trois modules sont a présent
connues (figure 1.10.) (Potts et Campbell, 1994).

Les modules de type I se situent aux extrémités amino- et carboxy-terminales de la
molécule de FN. Chaque module de type I est constitué de 45 acides aminés. Des études
de résonance magnétique nucléaire ont montré un repliement caractéristique de ce module.
Il s'agit d'un feuillet B anti-paralléle double brin (A et B) proche de la région amino-
terminale et d'un feuillet B triple brin (C, D et E). Cette structure tertiaire est stabilisée par
des interactions hydrophobes, la plus forte se situant entre les chaines latérales de deux
résidus aromatiques, 1'un sur le brin B et I'autre sur le brin C. Ce module contient 4
cystéines pouvant faire des ponts disulfures entre les brins A et D, et entre D et E. La
répétition des modules de type 1 contribue entre autre aux deux domaines de liaison pour
la fibrine (figure 1.9.).

Le module de type II est constitué de 60 acides aminés. Tout comme dans le motif
de type I, il existe deux ponts disulfures. Le module de type II est formé par deux feuillets
3 anti-paralléles double brin orientés, approximativement, perpendiculairement 1'un par
rapport a l'autre. Sa surface est rendue hydrophobe par la présence de résidus
aromatiques. Ces modules ne sont présents que dans le domaine de liaison aux

collagenes.

Les modules de type III ont une longueur de 90 acides aminés. Chaque sous-unité
de la FN posséde entre 15 a 17 modules de ce type. A I'opposé des modules de type I et
I1, le module de type III ne contient pas de pont disulfure. Une caractéristique dominante
de sa structure tertiaire est sa forme en "sandwich" constituée de deux feuillets B anti-

paralleles renfermant un centre hydrophobe.

La FN est composée de différents sites de liaison comme par exemple le site de
liaison pour des protéines de la MEC telles que le collagene et la thrombospondine, des
récepteurs de surface cellulaire tels que les intégrines, des protéines plasmatiques telles

que la fibrine et des glycosaminoglycanes telles que 'héparine et la chondroitine sulfate.
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L'extrémité amino-terminale de la FN contient des modules de type I intervenant
dans la liaison a la fibrine et a d'autres molécules mais, elle est aussi essentielle pour
l'assemblage de la FN au sein de la MEC. Le site amino-terminal de liaison a la fibrine est
situé au niveau des quatrieme et cinquieme modules de type I. Il semblerait que ce site
résulte de l'interaction entre ces modules. L'autre domaine de liaison a la fibrine, situé du
cdté carboxy-terminal, est aussi entierement constitué de trois modules de type 1. Les cinq
modules de ce type semblent nécessaires pour la liaison de Staphylococcus aureus et pour
'assemblage dans la matrice de FN fibrillaire. Ces fonctions nécessitent l'intégrité du

domaine.

Un autre domaine de liaison contenant également des modules de type I est le site de
liaison au collagene et a la gélatine. Ce domaine est un peu particulier puisqu'il contient a
la fois des modules de type I et des modules de type II. Ce domaine a un poids
moléculaire de 46 kDa. La FN se lie a la plupart des collagenes mais elle posséde une plus
grande affinité pour les collagénes dénaturés ou gélatines. A nouveau, il semblerait qu'il y
ait une interaction fonctionnelle entre certains modules comme par exemple le deuxiéme

module de type II et le septieme module de type 1.

Les modules de type III constituent la région centrale de la FN. Bien que certains
modules de type III, tels que le dixieme qui comporte le motif RGD, contiennent des
résidus impliqués dans des interactions avec des protéines spécifiques, d'autres peuvent
avoir un role plus structural ayant pour résultat un arrangement spatial correct des sites de
liaison. C'est dans cette partie que le site d'attachement cellulaire a été décrit par
Pierschbacher et al. (1981). Ces auteurs ont pu préciser la région d'attachement cellulaire
grace a l'utilisation d'anticorps monoclonaux dirigés contre des segments protéolytiques
de la FN de plasma humain. L'anticorps qui réagit avec le fragment promouvant
l'attachement cellulaire, inhibe I'adhérence des cellules a des plaques reconditionnées par
de la FN. Ce domaine de liaison aux cellules se situe entre le site de liaison au collagéne et
celui de I'héparine et est constitué de la séquence RGD, porté par le dixiéme module.
D'autres domaines de liaison existent dans la FN comme par exemple les domaines de
liaison au DNA, aux facteurs XIIIa et d'autres qui doivent encore étre élucidés. Comme
dans les autres types de modules, des interactions coopératives entre les modules de type
IIT se produisent. Ainsi, le treiziétme module de ce type se lie a I'néparine avec une plus

faible affinité que 1'association des treizieme et quatorziéme modules.

La FN peut présenter des variations dans sa séquence primaire. En effet, un des
modules de type III, situé entre le domaine d'attachement cellulaire et celui de la liaison a

I'héparine, peut étre présent ou absent. Une seconde région de variations se situe au




Length of Triple Helix;

Type Chains Structural Details

Molecule Composition

Representative Tissues

COLLAGENS THAT FORM LONG FIBRILS WITH STRIATIONS EVERY 67 NM

I al(l); a2(I) (al(D)]a(e2(D)] 300 am; 67-nm banded
fibrils
[al(D];
11 al(Il) [el(ID)];5 300 nm; small 67-nm
banded fibrils
11l al(IID) (e1(I)]; 300 nm; 67-nm banded
fibrils
v al(V); a2(V); [al(V)]s 390 nm; N-terminal
a3(V) [al(V)]a[e2(V)) globular domain;
[al(V)][aZ(V)][a3(V)] frequently together with
type I collagen
XI al(XI); a2(XI); [e1(XD)][e2(XD)][a3(X])] 300 nm; small fibers;
a3(XI) frequently together with

type II collagen
FIBRIL-ASSOCIATED COLLAGENS WITH INTERRUPTED TRIPLE HELIXES

IX al(IX); a2(IX);  [el(IX)]}[e2(IX)]
a3(IX) [a3(IX)]

200 nm; N-terminal
globular domain; bound
glycosamino-glycan;
associated with type II
collagen

XI1 al(XII) [e1(XID)];5 Large N-terminal domain;
cross-shaped molecule;
interacts with type [
collagen

XIv al(XIV) [«1(XIV)]5 Large N-terminal domain;
cross-shaped molecule

FIBRIL-ASSOCIATED COLLAGENS THAT FORM BEADED FILAMENTS

Vi al(VI); a2(VI); (al(VD][e2(VD)] 150 nm; N- and
a3(VI) [a3(VD)] C-terminal globular
domains; microfibrils
banded every 100 nm;
associated with type [
COLLAGENS THAT FORM SHEETS
v al(lV); a2(IV); [al(IV)]a[a2(IV)] Two-dimensional
a3(lV); a4(IV); ocher forms cross-linked network
a3(lV)
VIII al(VIID); a2(VII) Not known Regular triangular lactice
X al(X) (al(X)]; 150 nm; C-terminal

globular domain

COLLAGENS THAT FORM ANCHORING FIBRILS
Vil al(VID) (el(VID];
domains at each end

COLLAGENS KNOWN FROM CDINA CLONING ONLY

XIII al(XIII)

Not known Noc known

450 nm; dimeric; globular

Skin, tendon, bone,
dentin

Feral form in skin, ocher
tissues

Carrtilage, vitreous humo:

Skin, muscle, blood
vessels, frequencly
together with type [
collagen

Cell cultures, fetal tissues
feral membranes, skin,
bones, placenta, most
incersticial tissues

Carrilage

Carrilage, vitreous humor

Embryonic tendon and
skin

Feral skin and tendon

Most interstitial tissues

All basal laminas

Endochelial célls;
Descement’s membranc
separacing corneal
epichelial cells from ch:
stcoma

Growth plate
(mineralizing cartilage
forming bone)

Epithelia (anchors skin
basal lamina to
underlying stroma)

Endochelial cells

Tableau I.3. : Caractéristiques des différents types de collagéne (d'aprés Lodish et al., 1995).
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niveau des 2 derniers modules de type III. Des analyses de DNA recombinant ont montré
que tous les variants étaient codés par un seul geéne (Schwartzbauer et al., 1983). Ces
différences proviennent donc de diverses formes d'épissage alternatif du transcrit primaire
et sont spécifiques d'un type cellulaire.

2.3. Collagenes

D'autres glycoprotéines importantes pour 1'adhérence cellulaire sont les collagénes.
Les collageénes sont des molécules trimériques constituées par 1'assemblage de sous-unités
identiques ou différentes, les chaines o (tableau 1.3.). Les chaines oo comportent des
domaines en hélice a pas gauche, dus a la répétition du motif Gly-X-Y. Lorsque trois
chaines o polymérisent pour former une molécule de collageéne, les domaines hélicoidaux
~s'associent pour former une triple hélice a pas droit. Ces domaines en triple hélice sont
communs a tous les collagénes, méme si leur importance relative varie selon les types de
collagénes (van der Rest et Garrone, 1990). Les autres caractéristiques qui sont
spécifiques aux collagénes sont les taux élevés de résidus proline, alanine et lysine, des
modifications post-traductionnelles telles que I'hydroxylation des prolines et des lysines,
diverses glycosylations et la formation de ponts intermoléculaires via les lysines et les
hydroxylysines. Cette structure est stabilis€ée par la présence de prolines et
d'hydroxyprolines, respectivement, dans les positions X et Y.

On classe les différents collagénes selon I'importance relative des domaines en triple
hélice, appelés domaines collagéniques et des segments interrompant la triple hélice, ces
derniers correspondant a des structures tridimensionnelles différentes. Cette importance
relative détermine également l'arrangement supramoléculaire des collagénes. Sur cette
base, on distingue donc en général 2 groupes principaux : les collagénes fibrillaires et les
collageénes non fibrillaires. Parmi les collagénes fibrillaires, on retrouve les types I, II, III,
V et XI. De par leur capacité a s'organiser en fibrilles, ces collagénes fournissent un
support structural au niveau de la peau (I et III), des vaisseaux sanguins (III), du cartilage
(II), ... Par contre, les collagénes dits non fibrillaires se regroupent en diverses sous-
catégories. Ainsi, les types IX, XII et XIV forment un sous-groupe qu'on nomme FACIT
pour Fibril-Associated Collagens with Interrupted Triple-helices (Shaw et Olsen, 1991)
(figure I.11).

Les collagenes fibrillaires sont présents dans la plupart des tissus conjonctifs. La
triple hélice dans ce type de collagéne est caractérisée par la présence de plus de 300
répétitions ininterrompues de la séquence Gly-X-Y, flanquées de part et d'autre par un
petit domaine globulaire (figure 1.12.) (van der Rest et Garrone, 1990).
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Des mutations dans le domaine en triple hélice peuvent engendrer des modifications
importantes de la structure primaire des collagénes et donc influencer dramatiquement les
propriétés des tissus contenant la molécule altérée. Par exemple, la substitution d'un
résidu glycine dans la chaine ot1(I) entraine le cas le plus 1éthal d'ostéogenesis imperfecta,

une maladie héréditaire caractérisée par une fragilité des os.

Le collagéne de type I, membre le plus important de la famille des collagénes
fibrillaires, est un hétérotrimere composé de 2 chaines identiques ot1(I) et d'une chaine
o2(I). Cependant, des molécules homotrimériques (ot1), ont également €t€ identifi€es.
Les types II et III sont homopolymériques. Pour les 2 derniers types V et XI, il existe des
variations dans la composition de la triple hélice. Différentes associations ont été
identifiées et parmi celles-ci, certaines prédominent. Ainsi, pour le collagéne V, la
structure la plus fréquente est un hétérotrimere constitué de 2 chaines al1(V) et d'une
chaine a2(V) tandis que pour le type XI, la forme principale est ot1(XI)o2(XI)o3(XI).

Les molécules de collageénes fibrillaires I, II, ITI, V et XI s'alignent les unes derri¢re
les autres et latéralement, mais avec un décalage de 64 nm, tandis qu'une molécule de
collagene fait 300 nm. Cette disposition particuliere explique I'aspect stri€ des fibrilles de
collagéne (figure 1.13.A et B). Les fibrilles sont stabilisées par des ponts intermoléculaires
et intramoléculaires via des résidus lysines et hydroxylysines situées dans des positions

conservées (Vuorio et de Crombrugghe, 1990).

Le groupe de collageénes non fibrillaires est trés hétérogene a la fois dans la structure
et dans les fonctions. Plusieurs de ces collagénes constituent les composants de différents
réseaux de la MEC (types IV, VI, VII, VIII) ou interagissent avec le collagéne fibrillaire
(types IX, XII et XIV). Il est a noter que la structure des exons et 1'organisation des geénes
de cette famille de collagéne divergent de celles des collagenes fibrillaires bien que la
répétition Gly-X-Y soit toujours présente.

Le type VIII est exprimé dans la membrane de Descemet de 1'oeil tandis que le type
IV est restreint aux membranes basales dont il est le composant majeur. Cette forme de
collagene est constituée de 2 chaines a1 (IV) et d'une chaine 0:2(IV) mais d'autres formes

existent également, associées a des membranes basales spécialisées.

Le collagéne de type VI est un hétérotrimere avec des chaines al(VI), a2(VI),
a3(VI). Une dimérisation se produit par l'association anti-parallele de deux molécules de
collagéne. Deux dimeéres de collagéne s'associent pour former un tétrameére, via une
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Figure 1.14. : Représentation schématique d'une molécule de collagéne de type IX (d'aprés van
der Rest et al., 1990).
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Figure 1.15. : Représentation schématique d'une molécule de collagéne de type XII (d'aprés
Shaw et Olsen, 1991).
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agrégation latérale. Ces tétrameres, stabilisés par des ponts disulfures et terminés par deux
domaines globulaires, s'associent a leur tour pour former des filaments avec une
périodicité de 100 nm (figure I.11.). Ces microfibrilles ont une large distribution dans les
tissus conjonctifs. La structure des genes codant pour les chaine ou(VI) n'est pas encore
bien connue. De 1'épissage alternatif peut se produire au niveau de l'extrémité 3' du RNA
de la chaine a2(VI). Une synthése accrue de ce type de collagéne a été décrite dans des

maladies fibrotiques.

Le type XIII est exprimé au niveau de la peau, de 1'os, des muscles striés et du
cartilage. La structure supramoléculaire n'est pas encore connue, mais la caractéristique la

plus frappante est I'existence d'au moins 5 modes d'épissages alternatifs du RNA.

Le collagéne de type VII est synthétisé par les kératinocytes et a pour rdle la
stabilisation de la jonction dermo-€épidermique. I1 forme un homotrimeére.

Les types IX, XII et XIV ont été groupés parce qu'ils partagent des régions de
grande homologie et possédent des caractéristiques structurales uniques (Shaw et Olsen,
1991). Ces FACIT unissent les collagénes fibrillaires entre eux et/ou avec d'autres
composants de la MEC non collagéniques. Le collagéne de type IX semble étre le meilleur
représentant de ce groupe (figure 1.14.). Il est exprimé dans les cartilages au niveau des
chondrocytes hypertrophiques. Ceci suggere qu'il ait une fonction spécifique liée a la
minéralisation du cartilage. C'est grice a l'interruption entre les domaines hélicoidaux que
les FACIT présentent une grande flexibilit¢. Ces domaines sont appelés "non-triple
helical" ou non collagéniques (NC). Ils sont toujours courts (moins de 50 aa) et tres
sensibles a la protéolyse (van der Rest et Garrone, 1990). Signalons que le collagéne IX
porte une chaine latérale de glycosaminoglycanes (GAG), et peut donc étre €galement
classé comme protéoglycane particulier.

Le collagéne de type XII est un homotrimeére avec un PM d'approximativement
220.200. Tout comme le collagéne de type IX, le type XIV s'associe latéralement avec le

collagene de type I. Les domaines hélicoidaux forment un bras de 75 nm de long et sont

attachés a un globule central duquel partent 3 bras de 60 nm. La chaine o1 du collagéne
XIV a 60 % d’homologie avec la chaine a1 du collagene XII (figure 1.15.).

L'expression des FACIT est spécifique de certains tissus. Il existe en plus, des
variations dans la partie amino-terminale de ce type de collagene. Par exemple, on
retrouve 2 formes de collagéne IX qui résultent de 2 sites différents de transcription dans

le géne codant pour o1 (IX).
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2.4. Autres glycoprotéines

Parmi les autres protéines de la MEC, on retrouve la laminine, composant majeur
des membranes basales. La laminine est une glycoprotéine insoluble qui posséde une
activité structurale et biologique. En effet, cette molécule promeut des fonctions
différentes telles que 'adhérence, la croissance, la migration, ... Son poids moléculaire
est de 850.000 et elle est formée de 3 chaines polypeptidiques unies par des ponts
disulfures, désignées : A (PM de 400.000), B1 (PM de 210.000) et B2 (PM de 200.000)
(Schnaper et al., 1993). Ces chaines s'associent entre elles pour former une structure en
croix avec des domaines globulaires. La croix comporte 3 bras courts et un bras long. Ce
dernier résulte de I'association des 3 sous-unités en superhélice, au niveau de la partie
carboxy-terminale. Le bras long se termine par un domaine globulaire principalement
constitué par I'extrémité carboxy-terminale de la sous-unité A. Grice a la digestion de la
laminine par diverses protéases, des domaines particuliers ont pu étre mis en évidence tels
que des sites d'adhérence cellulaire, celui de la liaison au collagene, ... (figure 1.16.). Une
portion de la chaine A contenant la séquence RGD medie 1'attachement des cellules a la
laminine via les intégrines. La laminine posséde encore 2 sites d'attachement cellulaire. Le
second site, YIGSR, est localisé sur la chaine B1. Enfin, une troisieme séquence
(SIKVAV) semble quant a elle stimuler la migration de cellules endothéliales (Schnaper et
al., 1993). La laminine est synthétisée par de nombreuses cellules dont les cellules
épithéliales, endothéliales, musculaires, les cellules nerveuses, ... mais sa distribution est
limitée a certains tissus. En outre, on retrouve €galement des variations dans les niveaux
d'expression des chaines. La chaine A est moins exprimée dans beaucoup de cellules en
culture que la chaine B. Enfin, il existe plusieurs types de laminine (isoformes) avec des

distributions tissulaires qui leur sont propres (figure 1.17).

La thrombospondine (TSP) est une glycoprotéine de la MEC, sécrétée par de
nombreuses cellules telles que les cellules endothéliales, les fibroblastes, les muscles
striés, ... Elle est composée de 3 sous-unités identiques reliées par des ponts disulfures.
La TSP présente 2 domaines globulaires, I'un situé du c6té amino-terminal, 1'autre situé
du coté carboxy-terminal séparés par un long domaine central. La TSP se lie a divers
constituants de la MEC ainsi qu'a des molécules solubles telles que le plasminogéne, le
TGF-B, ... On retrouve le motif RGD dans chacune des trois sous-unités (Lawler et
Hynes, 1986).

La tenascine est formée de 6 sous-unités identiques, unies par des ponts disulfures
(figure 1.18.). L'expression de cette glycoprotéine est limitée dans le temps et dans
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lI'espace. On la retrouve dans les tissus embryonnaires, dans les tumeurs, au cours du
développement du systéme nerveux, des étapes initiales de 'organogenese des glandes
mammaires, ... Chaque sous-unité se caractérise par la répétition d'un certain nombre de
modules structuraux et fonctionnels comme indiqué dans la figure 1.19. : les modules
EGF et les modules de type III de la FN. Le complexe hexamérique posseéde 2 activités
opposées. D'une part, il promeut I'adhérence cellulaire grace & un domaine impliquant des
modules de type III de la FN. L'un de ces modules comporte le motif RGD (Joshi et al.,
1993 et, Bourdon et Ruoslahti, 1989). Par contre, un autre domaine, localisé au niveau
des modules EGF, possede des propriétés anti-adhésives (figure 1.18.). Cette protéine se
lie aussi a divers constituants de la MEC. Comme les autres constituants de la MEC, il

existe plusieurs formes de tenascine (figure 1.19.).

La SPARC est une glycoprotéine de 40 kDa qui inhibe, in vitro, la progression du
cycle cellulaire et induit I'arrondissement des cellules (Lane et Sage, 1994).

Nous constatons donc que plusieurs glycoprotéines de la MEC contiennent un motif
commun : le motif RGD. Ce motif RGD est également présent dans des glycoprotéines
plasmatiques, telles que le fibrinogene et la vitronectine (figure 1.20). Ce motif reconnu
par une série d'intégrines exerce une action au niveau des fonctions cellulaires. Nous

détaillerons I'importance de cette séquence dans le chapitre qui suit.

3. Le motif Arg-Gly-Asp (RGD)

Un des motifs peptidiques principaux qui médie 1'adhérence cellulaire & la FN a été
identifié, séquencé et localisé au niveau du dixiéme module de type III. L'utilisation de
peptides synthétiques a permis de reproduire l'effet de cette petite séquence (Pierschbacher
et Ruoslahti, 1984). C'est une séquence qui ne représente que 0,2 % de la FN qui a été
retenue pour médier les fonctions adhésives que possédait la FN entiére. Cette séquence
est le tétrapeptide RGDS. Pierschbacher et Ruoslahti (1984, 1987) ont réalisé différentes
substitutions afin de déterminer l'importance jouée par chaque acide aminé. Les résultats
de ces expériences montrent que l'arginine lévogyre peut étre substituée en sa
configuration dextrogyre sans vraiment modifier 1'efficacité de la séquence alors que ce
n'est pas le cas pour l'acide aspartique. La substitution de la sérine quant a elle est
particulicre car elle a un effet sélectif sur I'activité du peptide. La sérine dextrogyre ne joue
aucun role dans l'activité inhibitrice du motif RGDS sur l'adhérence des cellules a la
vitronectine, par contre elle est importante pour inhiber I'adhérence cellulaire sur la FN.
Cet acide aminé peut étre échangé contre d'autres acides aminés sans modifier fortement

l'activité. Par contre, toute substitution de 1'Arg, Gly ou Asp rend le peptide inactif.




Figure 1.21. : Structure du dixi¢me module de type III de la FN (d'apres Kiihn et Eble, 1994 et
d'apreés Main et al., 1992).
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Ainsi, RGD semble constituer les résidus essentiels pour l'activité. Ils constituent 1'unité
fonctionnelle minimale (D'Souza et al., 1991). Rappelons que ce motif RGD sur la FN est
reconnu spécifiquement par les intégrines o3, et o.,8,. L'intégrine o, est un récepteur
spécifique de la FN, tandis que l'intégrine «,B, reconnait également la laminine et les
collagenes. Ces deux intégrines sont largement distribuées dans l'organisme. Enfin, il
existe sur la FN un second site d'adhérence cellulaire RGD-indépendant, reconnu par

l'intégrine o8, (figure 1.9.).

Pour démontrer 1'efficacité de la séquence RGD dans 1'adhérence cellulaire, divers
auteurs ont testé des peptides synthétiques sur cette adhérence. Si des peptides RGD
synthétiques sont greffés sur un polymeére, ils sont capables de promouvoir I'adhérence
cellulaire, grace a la reconnaissance de ce peptide par les intégrines. Par contre, mis en
solution en présence des cellules, ils peuvent en inhiber I'adhérence a un support,
préalablement reconditionné par une protéine de la MEC, contenant le motif RGD. En
effet, les peptides RGD solubles peuvent entrer en compétition avec les motifs RGD
présents dans les protéines de la MEC pour leur liaison aux intégrines et inhiber ainsi
'adhérence (Hynes, 1992).

Main et al. (1992) ont mis en évidence la structure du dixieme module de type III de
la FN, obtenue par les techniques de RMN. Ce module est constitué de 7 brins  formant
2 feuillets B anti-paralléles, 1'un contient les 3 brins (A,B,E) et 1'autre les 4 brins C, C', F
et G. Ces auteurs ont localisé le motif RGD au niveau d'une boucle, située entre les brins
G et F (figure 1.21.). Le statut fonctionnel du motif RGD dans une protéine dépend de
l'accessibilité de cette séquence dans la conformation globale de la molécule. On
comprend dés lors que la reconnaissance du motif RGD par les intégrines peut étre

modulée par la nature des acides aminés adjacents.

Des expériences réalisées par Hirano et al. (1991) ont montré que des peptides
RGDX, greffés sur un polymere avaient un effet pro-adhésif supérieur a des peptides
RGD, également greffés sur ce polymere. De méme, en solution, le tétrapeptide RGDX
semble plus efficace que le tripeptide RGD. 1l en ressort donc que la nature de l'acide
aminé flanquant a de l'importance. Il semblerait que la valine soit l'acide aminé le plus
actif pour médier I'adhérence cellulaire (Hirano et al.,1991). Cette séquence RGDV se

retrouve dans la vitronectine.

Chen et Hawiger (1991) ont testé des peptides analogues des sites d'adhérence
cellulaire de la FN, de la vitronectine, du facteur de Von Willebrand et de la chaine o du

N

fibrinogéne sur leur pouvoir a détacher les cellules endothéliales de veine ombilicale
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humaine (HUVEC) adhérentes a des protéines de la MEC in vitro. Seuls les peptides
contenant le motif RGD ont été capables d'interférer avec 1'adhérence de ces cellules sur
des surfaces reconditionnées avec des constituants de la MEC. Le peptide homologue de
l'extrémité carboxy-terminale de la chaine y du fibrinogene (HHLGGAKQAGDYV)
n'affecte pas l'adhérence des cellules endothéliales. Cette s€quence ne se retrouve pas
dans d'autres protéines pro-adhésives. Elle interagit directement avec les intégrines o, 3,
et a ét€ identifiée comme le domaine de reconnaissance des plaquettes. On le nomme
peptide y 400-411. L'ancrage des cellules endothéliales a la MEC est possible grace aux
peptides possédant le motif RGD alors que HHLGGAKQAGDYV n'est pas réactif. Les
peptides hybrides (AKQRGDF et KQRGDF) contenant le motif RGD de la chaine o et le

motif 400-411 1y de la chaine y semblent avoir des effets intermédiaires.

Le motif RGD joue également un role dans les interactions collageénes-intégrines,
mais son importance varie considérablement selon le type de collagene, la nature de la
chaine o et le degré de dénaturation des collagénes.

RGD se retrouve plusieurs fois dans les segments hélicoidaux des chalnes de
collagene de type VI. Cependant, Aumailley ef al. (1989) ont montré que certaines cellules
telles que HT-1080 et B16F10, provenant respectivement d'un fibrosarcome humain et
d'un mélanome de souris, se lient a un support reconditionné avec des chaines o.,(VI) ou
o,(VI) mais ne se lient pas a la chaine o,(VI). o,(VI) posséde la plus haute activité. Des
séquences de liaison cellulaire a la vitronectine (RGDV) et a la fibronectine (RGDS) sont
présentes dans les chaines o,(VI) et/ou o,(VI) avec en plus un regroupement de 3 RGD
sur 20 résidus de la chaine o,(VI). Davis (1992) a montré que des sites RGD sont
présents dans le collagéne de type I, mais masqués et qu'ils ne deviennent exposés
qu'aprés une dénaturation de la molécule. L'intégrine o B, se liant a RGD interagit
fortement avec le collagéne dénaturé de type I et faiblement avec la molécule native.
L'adhésion de cellules de mélanome au collagéne dénaturé est dépendante de l'intégrine
o B, et de RGD tandis que 1'adhésion au collagéne natif n'est dépendante ni de I'intégrine
o, B, ni du motif RGD.

Comme nous l'avons déja évoqué dans le premier chapitre de l'introduction, les
cellules adherent aux protéines de la MEC via des récepteurs de surface cellulaire. Ces
récepteurs reconnaissent de facon spécifique des s€quences présentes dans leurs ligands
tels que la FN, la vitronectine et d'autres protéines de la MEC. Parmi toutes les séquences
peptidiques pro-adhésives, c'est le motif RGD qui est le plus commun. Chaque intégrine a
néanmoins une spécificité différente vis-a-vis des protéines contenant le motif RGD. Deux

explications sont envisageables. La premiere est que, alors que le motif RGD est




RGD recognition Non-RGD recognition
Integrin receptor Key ligands Integrin receptor Key ligands
a3By Fibronectin a,By Collagen
asPy Fibronectin asBy Collagen
Laminin
By Fibronectin asf, Collagen
. Laminin
auBs C3bi a4By Fibronectin
Leishmania VCAM
Fibrinogen 0P, Laminin
ayoBs3 Fibronectin
von Willebrand factor
Vitronectin
Fibrinogen B, ICAM-1
B, Fibronectin ICAM-2
von Willebrand factor
Vitronectin
o,Bs Vitronectin Factor X
auf, ' Fibrinogen
ICAM-1
By’ Fibronectin agBa ?

Tableau 1.4. : Classification des intégrines basée sur la reconnaissance de la séquence RGD
(dapreés D'Souza et al., 1991).
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important pour l'interaction récepteur-ligand, d'autres sites de liaison sont nécessaires
pour stabiliser cette interaction. Ces derniers sites détermineraient la spécificité de
l'intégrine pour son ligand. La deuxieéme explication est que la séquence RGD présente
différentes conformations dans différentes protéines. Ces conformations seraient

reconnues sélectivement par les intégrines (Pytela et al., 1987).

Enfin, on sait qu'une méme intégrine exprimée dans deux types cellulaires
différents, ne présente pas toujours la méme affinit€ pour un constituant donné de la
MEC.

Notons également que certaines intégrines reconnaissent leur ligand par d'autres
motifs que RGD. Cela ne les empéche pas de promouvoir 1'adhérence cellulaire (tableau
1.4.) (Humphries, 1992).

En résumé, les peptides contenant le motif RGD constituent I'une des approches
possibles pour imiter les constituants de la matrice extracellulaire, sans exclure d'autres
motifs peptidiques. Il est clair cependant que cette approche s'applique préférentiellement
a certains constituants de la MEC, dont la FN et a certaines intégrines (dont o8, et o.,3,)
et que I'environnement du motif RGD et sa conformation, seront essentiels pour conférer

aux peptides RGD, une activité biologique significative.

4. Les peptides cycliques RGD

Comme nous l'avons déja évoqué auparavant, le motif RGD se trouve dans une
boucle dans la FN (figure 1.21.). Ainsi, Pierschbacher et Ruoslahti (1987) ont eu I'idée de
synthétiser des peptides cycliques analogues au peptide RGD. En effet, il semble que les
peptides linéaires aient une faible affinité pour les intégrines. Cette faible affinité peut
s'expliquer par un haut niveau de flexibilité. Ainsi, en cyclisant le peptide, on le contraint
a une seule conformation et on pourrait donc en principe améliorer son affinité pour
l'intégrine. Ces auteurs ont testé en solution la séquence G-c(Pen-GRGDSPC)-A pour sa
capacité a inhiber I'adhérence cellulaire sur un support conditionné. Ils ont remarqué que
cette séquence inhibe plus 1'adhérence cellulaire sur la vitronectine que son équivalent
linéaire. Par contre, ce peptide n'a eu aucun effet sur 'adhérence FN-dépendante. La
cyclisation du peptide permet donc pour un type de récepteur ou intégrine donné,
d'augmenter 'activité biologique du peptide, mais aussi d'augmenter la sélectivité de son

activité vis-a-vis de plusieurs intégrines.
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D'autres peptides cycliques et divers types cellulaires ont été testés sur des supports
tels que la FN, laminine, ... Toutes ces expériences montrent que les peptides cycliques
sont plus efficaces que leur équivalent linéaire. Par exemple, le peptide c((GRGDSPA)
interfere fortement avec I'adhérence cellulaire sur des supports reconditionnés a la FN et a
la vitronectine. Ceci s'explique par le fait que ces peptides miment beaucoup mieux la
structure de ces séquences dans les protéines natives (Kumagai ef al., 1991 et Gurrath et
al., 1992).

Une restriction conformationnelle favorise la liaison au récepteur si la conformation
biologiquement active est inclue dans cet espace conformationnel. Un réduction drastique
de cet espace dans des peptides est possible gridce a une cyclisation du squelette
peptidique. Un tel peptide contraint indique une structure plus favorable a la liaison au
récepteur que son correspondant linéaire et flexible. Gurrath et al. (1992) ont également
établi que les cycles a 5 acides aminés étaient plus actifs que les cycles a 6 acides aminés.
Le contrdle conformationnel peut étre affiné par l'introduction d'un résidu dextrogyre
et/ou d'une proline dans le peptide cyclique. En effet, 1a chaine a 5 carbones de la proline,
cyclisée en noyau pyrrolidone, exerce une contrainte sur la géométrie du squelette
peptidique qui la contient, créant parfois de brusques changements de direction dans sa
conformation. La conversion d'un acide aminé 1évogyre en un acide aminé dextrogyre
dans un peptide cyclique le conduit 2 un peptide biologiquement inactif alors que, dans un
peptide linéaire et flexible, une réorientation des chaines latérales restent possibles via des
torsions du squelette peptidique, ce qui permet de rapprocher certains acides aminés. Une
substitution d'acides aminés a également un effet sur l'activité biologique du peptide. En
effet, il est clair que les résidus précédant l'arginine, dans la séquence RGD, sont de
moindre importance que les résidus suivants. Ainsi, on peut modifier l'effet inhibiteur
d'un peptide en solution sur I'adhérence cellulaire en jouant sur la nature de ces acides
aminés (Gurrath et al., 1992).

Si les peptides cycliques RGD ont fait leurs preuves dans des modeles d'adhérence
cellulaire en culture, ils suscitent également beaucoup d'intéréts pour leur application
potentielle in vivo. Le systeéme d'adhérence via le motif RGD semble en effet jouer un role
dans des phénomenes aussi diversifiés que la formation de métastases tumorales,
l'agrégation plaquettaire, et la relation hote-parasite (Finlay, 1990).

Par exemple, Kumagai et al. (1991) ont montré l'effet du peptide cyclique
GRGDSPA sur les métastases pulmonaires. Ils constatérent en effet que l'injection
simultanée de ce peptide avec des cellules tumorales dans des souris réduisait la formation

de centres métastasiques a la surface du poumon. Puisque ces peptides peuvent
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TABLE

Antithrombotic Strategles for Resistant Thrombosis

Interruption of platelet reactivity

a. Inhibitors of platelet adhesion

b. Inhibitors of platelet recruitment

c. Inhibitors of the platelet thrombin receptor

d. Orally active inhibitors of platelet recruitment
Direct inactivation of thrombin

a. Natural antithrombin polypeptides

b. Synthetic antithrombin peptides
Inhibition of thrombin production

a. Activated Protein C

b. Protein and peptide inhibitors of fXa

c. Inhibitors of tissue factor pathway
Impairment of vascular wall thrombogenicity

a. Dietary n-3 fatty acids

Tableau 1.5. : Stratégies thérapeutiques pour les processus thrombotiques (Harker, 1994).
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contrecarrer l'invasion des cellules tumorales, des potentialités thérapeutiques peuvent étre
envisageables dans des maladies associées a des dérégulations au niveau de 1'adhérence
cellulaire.

Nous pouvons également évoquer un autre champ d'application qui est la stratégie
anti-thrombotique (Harker, 1994). Normalement, le sang n'interagit pas avec
l'endothélium vasculaire mais s'il y a une blessure vasculaire, les plaquettes et les facteurs
de coagulation interagissent rapidement avec les constituants sous-endothéliaux pour
former un thrombus. Différentes stratégies thérapeutiques sont admises pour les
processus thrombotiques (tableau 1.5.). Les peptides RGD interviennent comme
inhibiteurs de regroupement plaquettaire dépendant de l'intégrine o, B, (jadis appelée
GP,,m.)- Le recrutement plaquettaire implique l'activation des plaquettes par des agonistes
dérivés de la coagulation et des plaquettes activées et, est dépendante de l'expression de
récepteurs fonctionnels pour le fibrinogéne, le facteur de von Willebrand, la FN, la
vitronectine et la thrombospondine. Le fibrinogene est le ligand le plus important parce
qu'il est présent a forte concentration dans le plasma. Le motif RGD sert de séquence de
reconnaissance pour l'intégrine dans des protéines adhésives interagissant avec ce
récepteur. Le fibrinogeéne se lie également a o, B, via un dodécapeptide carboxy-terminal
de chaque chaine y. Ce peptide ne contient pas la séquence RGD mais une séquence
apparentée : LAGD. Le regroupement plaquettaire est inhibé par des anticorps
monoclonaux anti-oy,B,, par des peptides naturels provenant de venin de serpents
contenant RGD ou la séquence dodécapeptidique et par des peptides synthétiques.

Des peptides cycliques contenant d'autres motifs que le motif RGD sont également a
I'étude. Par exemple, la firme Texas Biotechnology essaiec de développer un peptide
cyclique inhibiteur de l'intégrine o,8,. Celle-ci lie la FN et la protéine d'adhésion VCAM-
1 de maniére RGD indépendante. Ce peptide est envisagé pour le traitement de maladies
inflammatoires telles que la polyarthrite rhumatoide, mais aussi 1'asthme (Genetic
Engineering News, Nov 95).

Enfin, les peptides RGD et apparentés, qu'ils soient linéaires ou cycliques, suscitent
beaucoup d'intéréts dans le domaine des biomatériaux, qu'ils soient a usage médical (sous
forme d'implants chirurgicaux) ou a applications biotechnologiques, dans le cadre des
bioréacteurs prévus pour la culture de cellules. Dans le chapitre suivant, nous évoquerons
les biomatériaux et leur biocompatibilité, ainsi que le role que peuvent jouer des peptides

tels que les peptides RGD, pour ce dernier aspect.




A Implants Exemples

1| cardio-vasculaires - valves cardiaques
- pacemakers
- prothéses vasculaires

2 | orthopédiques + protheses de la hanche
- prothéses du genou
- plaques et vis

3 | ophtalmologiques - implants intra-oculaires
- lentilles cornéennes

4 | divers - implants dentaires

- prothéses mammaires
- prothéses du pénis

- sutures

B [Suppléances extracorporelles| Exemples

- oxygénateurs (membranes)

- hémodialyseurs (membra-
nes)

- tubes pour circulations ex-
tracorporelles diverses

- cathéters

- poches a sang

- pansements pour blessures
et brdlures

Tableau 1.6. : Applications des biomatériaux en ingénierie médicale (d'aprés Marchand-

Brynaert, 1996).

Matériaux Exemples
1| métaux aciers inoxydables, alliages a base d
cobalt ou de titane, or...

2 | céramiques oxyde d’aluminium, verres, hydro-
xyapatite, carbone...

3| composites matériaux (métaux, polymeéres...) re-
couverts de céramiques ou associés
a des fibres de carbone

4 | matériaux biologiques | peau et valves cardiaques de por-
cins, artéres de bovins, boyaux
d’ovins, autogreffes, allogreffes, ...

5| polyméres  d‘origine | collagéne, cellulose, gélatine, dex-
naturelle tran...

polymeéres de synthése | silicones, téflon, polyuréthannes,
polyacryliques, polyglycoliques, ...
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