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Fibronectines, morphogenese
et migrations cellulaires

Les fibronectines et leurs récepteurs sont les chefs de file des
syst¢émes d’adhésion entre cellules et matrices intracellulai-
res. La connaissance de leurs mécanismes d’action est pri-
mordiale pour comprendre de multiples phénomeénes cellu-
laires de I’embryon a I’adulte, des bactéries a 1’homme.

és les premieres éta-

pes du développe-

ment, les cellules de

I’embryon sécrétent

des glycoprotéines qui
servent a élaborer la matrice
extracellulaire. L’assemblage de
ces glycoprotéines en un réseau
fibrillaire s’établit progressivement
dans les espaces intercellulaires.
Les fibres élémentaires constituti-
ves de ce réseau, de quelques
dizaines de nanomeétres, ne con-
tiennent pas seulement du colla-
géne, comme on I’a longtemps
pensé. Elles sont en fait compo-
sées de collagénes de type I et III,
de fibronectines et de glycosami-
noglycanes ; ces derniers peuvent
étre assemblés dans des particules
sphériques de deux nanomeétres
associées au réseau fibrillaire [1].
La matrice extracellulaire peut
former un continuum, soit entre
un épithélium et le tissu conjonc-
tif sous-jacent, soit entre les lames
basales de deux épithéliums con-
tigus. La lame basale, déposée
dans la plupart des cas par les cel-
lules épithéliales sur leur face
basale, et de structure semi-
cristalline est composée de glyco-
protéines comme la laminine, de
collagéne de type IV, de pro-

téoglycanes et parfois de fibronec-
tines.

Les embryologistes ont observé
depuis longtemps que le dévelop-
pement de ’embryon fait interve-
nir de nombreuses modifications
de I’organisation tridimensionnelle
des cellules. Déformations et mou-
vements de feuillets épithéliaux,
migrations de cellules isolées se
produisent au contact de la
matrice extracellulaire. On avait
émis I’hypotheése que le collagene,
un des constituants de cette
matrice, devait jouer un role
essentiel dans les différentes éta-
pes de la morphogenése. Or, ce
n’est qu’apres la redécouverte, au
début des années 1970, d’une
importante famille de glycoprotéi-
nes, les fibronectines (du latin
fibra : fibres et nectere : lier) [2-4],
que ’accent a été mis sur le réle
de ces glycoprotéines dans le
développement embryonnaire.

| Le géne fibronectine

Les fibronectines sont composées
de deux chaines polypeptidiques
de 220 a 240 kilodaltons (kD),
reliées entre elles par des ponts
disulfures situés au voisinage de
I’extrémité carboxyterminale.
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L’analyse de la séquence en aci-
des aminés de fibronectines isolées
a partir de plasma de bceuf a
montré qu’il existe trois types
d’homologie de séquence appelées
homologies de type I, II et III.
Les degrés d’homologie au sein
du groupe d’homologie de type I
varient entre 18 et 60 % et, au
sein des groupes d’homologie de
type II et III, ils sont respective-
ment de 30 et 50 %. La structure
secondaire d’une chaine de fibro-
nectine a été déduite a partir de
la carte de digestion protéasique

des fibronectines, de 1’organisation
au sein de la chaine polypeptidi-
que des différentes homologies I,
IT et III et de la position des
cystéines capables de former des
ponts disulfures [5] (figures 1 et 2).
Les deux chalnes polypeptidiques
sont codées par un méme géne
mais difféerent en plusieurs
endroits dans leur séquence (pour
revues [6, 7]). Le clonage des
ADN complémentaires de la tota-
lit¢é ou d’une partie des ARN
messagers des fibronectines a été
réalis€ chez les mammiféres et

chez les oiseaux. Ces expériences
ont permis de trouver chez le rat
et chez ’homme des clones qui
différaient les uns des autres par
une délétion dans deux régions
distinctes. L’analyse détaillée des
clones d’ADN génomique corres-
pondants a clairement établi que
les ARNm nucléaires subissaient
un épissage différentiel. Ainsi,
deux exons appelés EIII, (appelé
aussi ED) et EIIl; (Hynes, com-
munication personnelle) peuvent étre
éliminés alors qu’un autre exon
appelé IIICS peut étre délété par-
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Figure 1. Représentation schématique d’une molécule de fibronectine. La molécule est composée de deux chai-

nes trés semblables mais non identiques. Ces deux chaines sont liées entre elles par deux ponts disulfures situés

dans leur extrémité carboxy-terminale. Chaque chaine posséde différents domaines fonctionnels qui ont été décrits

a la suite d’expériences de dégradation protéasique de la molécule. Ces domaines portent des sites de liaison pour
diverses macromolécules et pour des récepteurs membranaires. En partant de I'extrémité amino-terminale, on trouve

le domaine de liaison a I’héparine et a la fibrine de 30 kD (symbolisé par des hachures et noté Héparine | et Fibrine |),

suivi par le domaine de liaison au collagéne de 40 a 60 kD. On trouve ensuite le site de liaison & la cellule contenant

la séquence RGDS. Ce site a été initialement situé sur un fragment protéolytique de 75 kD puis réduit & une région

de 11,5 kD (symbolisée par des pointillés) avant d’étre défini comme le tétrapeptide RGDS. Du cété de I’extrémité
carboxy-terminale, se situent deux domaines de liaison, celui pour I'héparine et celui pour la fibrine. Le premier est
symbolisé par des hachures et le second est en blanc ; ils sont notés Héparine Il et Fibrine Il. Il est & noter toutefois

que ces deux domaines peuvent étre séparés par la séquence IICS quand celle-ci n‘est pas épissée ; dans ce cas,

ils ont respectivement une masse moléculaire de 33 et 30 kD (cette situation est représentée sur la chaine de gau-

che). Ces deux domaines peuvent aussi étre accolés quand la séquence IlICS est épissée et, dans ce cas, ils forment

un domaine de 60 kD (cette situation est représentée sur la chaine de droite). Nous ferons remarquer, enfin, qu‘une
chaine de fibronectine qui n’a pas subi d’épissage de sa région IlICS peut étre associée avec une chaine identique

ou ayant subi I’épissage de la région IlICS. Ceci est une des causes de la diversité des molécules de fibronectine. m—
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tiellement [8, 9] (figure 2). On
comprend donc comment |’asso-
ciation au hasard de deux chaines
polypeptidiques, transcrites a par-
tir de ces ARN messagers a épis-
sage différentiel, peut conduire a
plusieurs centaines de fibronecti-
nes, alors que le géne codant est
unique. Chez l'oiseau, il a été
établi que le géne de 50 kilopai-
res de bases (kpb) contenait 48
exons d’environ 140 paires de
bases ‘2 I’exception de I’exon
ITICS [10]. Chez les mammiferes,
le gene a été localisé sur le chro-
mosome 11 chez la souris, et sur
le chromosome 2 chez I’hom-
me [11].

Les fibronectines peuvent étre
regroupées en deux classes prin-
cipales : les fibronectines solubles
qui sont présentes dans les fluides
biologiques comme le plasma, le

liquide céphalorachidien et le
liquide synovial et les fibronecti-
nes associées aux cellules qui for-
ment des structures fibrillaires
dans la matrice extracellulaire.
Dans ’organisme, nombreux sont
les types de cellules synthétisant la
quasi-totalité des fibronectines pro-
duites apres épissage différentiel
des messagers.

Cependant, il faut souligner que
les hépatocytes synthétisent exclu-
sivement les fibronectines plasma-
tiques dépourvues des séquences
EIII, et EIII,.

Les sites de liaison
des fibronectines

Historiquement, de trés nombreu-
ses recherches, antérieures aux
travaux de génétique briévement
décrits dans le paragraphe précé-
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<« Figure 2. Représentation schématique détaillée d’une chaine de fibronec-

tine. 1) Structure secondaire d’une chaine de fibronectine. La chaine est orga-
nisée en plusieurs domaines structuraux séparés les uns des autres par des
séquences non structurées sensibles a I'action des protéases. Chaque domaine
structural est composé de plusieurs unités structurales chacune correspondant
a des séquences spécifiques répétées le long de la chaine polypeptidique. Trois
catégories d’unités ont été observées ; elles sont appelées homologies de
séquences de type I, Il et lll. Il y a 12 homologies de type I, 2 homologies
de type Il et 16 homologies de type lll. Le repliement structural présent dans
les homologies de séquences de type | et Il sont stabilisées par un pont disul-
fure. Les domaines fonctionnels de liaison pour I'héparine, le collagéne, la fibrine
ont été localisés le long de la chaine ; on peut remarquer qu’a chaque domaine
fonctionnel correspond un ou plusieurs domaines structuraux associés ensem-
ble. Le site de liaison & la cellule correspondant au tétrapeptide RGDS est pré-
sent sur une homologie de type Il et est exposé a l'extérieur de la chaine.
Il) Représentation schématique d’une chaine de fibronectine localisant les
régions sujettes a des épissages alternatifs. Les boites appelées |, Il et Il cor-
respondent aux différentes homologies de séquences de type I, Il et lll. Les
traits épais représentent des séquences uniques dans la molécule. Chaque
homologie de type lll est codée par deux exons d’environ 140 paires de bases
chacun, excepté dans le cas de I’homologie Elll, codée par un seul exon. Il
existe un épissage différentiel de I’ARN prémessager des fibronectines au
niveau des exons Elll,, Elllz et IIICS. Il existe ainsi plusieurs variants des fibro-
nectines selon |’absence ou la présence de ces deux régions.

Ill) Détail des différents épissages ayant lieu au sein d'un ARN prémessager
de fibronectine. A) épissage normal entre deux exons (boites noires) aboutis-
sant a I'élimination des introns (traits fins). B) épissage alternatif de I’'exon
Elll,. Il peut étre épissé en méme temps que les introns avoisinants ou con-
servé comme un exon normal (il en est de méme pour I’exon Elllg). C) épis-
sages différentiels au sein de la région IICS chez le rat et chez I'homme. La
région lICS est en fait une extension du cété 5° (représentée par les diffé-
rents grisés) du premier exon de I’homologie de type lll suivante (en noir) qui
est unique a cette homologie. Les traits fins symbolisent les introns. Au moins
trois site 3’ (accepteurs d’épissage) existent dans cette extension chez le rat.
Chez I'homme, deux sites 3’ accepteurs et un site 5’ donneur ont été décrits.
D’autres épissages potentiels sont représentés par les lignes discontinues.

dent, avaient porté sur les diffé-

des protéines multifonctionnelles.
rents domaines fonctionnels des

On comprendra aisément que ces

fibronectines (pour revues [12,
13]). C’est ainsi qu’apres diges-
tion partielle de (}a fibronectine
par différentes protéases, on a pu
mettre en évidence plusieurs
domaines de liaison (figure 1). A
I’extrémité aminoterminale, se
trouve une région de 30 kD se
liant a I’héparine, puis un
domaine de 40 kD se liant au col-
lagene et a la gélatine avec une
plus grande affinité. Plus loin, on
trouve une région liant ’ADN et
une séquence responsable de la
liaison avec la surface cellulaire.
Enfin, vers I’extrémité carboxyter-
minale, il existe une région liant
I'héparine et une autre liant la
fibrine. Ces données mettaient
I’accent sur la propriété fonda-
mentale des fibronectines d’étre
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protéines puissent jouer un role
clé dans la matrice extracellulaire
ou dans les fluides biologiques,
dans la mesure ou elles interagis-
sent a la fois avec la surface cel-
lulaire et avec des composants de
la matrice comme le collagene ou
du plasma comme le fibrinogéne.

Le site de liaison

a la cellule
Plusieurs équipes ont essayé de
définir la structure de la séquence
impliquée dans les différents sites
de liaison. Treés récemment
encore, il fallait utiliser une tech-
nique trés laborieuse pour isoler
des peptides de plus en plus
courts et tester leur propriété de
liaison. Cette méthode a pourtant

été utilisée avec succes dans le cas
du site de liaison des fibronecti-
nes a la cellule. A partir d’'un
fragment de 75 kD, on a pu iso-
ler d’abord un peptide de 110 aci-
des aminés puis un de 30 acides
aminés. L’examen de cette courte
séquence a mis en évidence une
région hydrophilique qui se trouve
exposée a I’extrémité d’une homo-
logie de type III dans un feuillet
R (figure 1). La synthese de nom-
breux peptides correspondant soit
a la séquence figurant réellement
dans cette région, soit a une
séquence contenant des substitu-
tions, inversions ou délétions, a
permis de définir la séquence
minimale nécessaire a la liaison
des fibronectines aux récepteurs
cellulaires. Cette séquence est
composée de quatre acides aminés
Arginine-Glycine-Aspartate-Sérine
(RGDS) [14]. Cependant, la
sérine peut étre remplacée par
une alanine, une valine, une
thréonine sans changer de fagon
importante les propriétés de liai-
son. En revanche, une modifica-
tion de 'un des trois autres aci-
des aminés entraine une perte
totale d’activité. On a remarqué
en particulier que les deux acides
aminés chargés doivent étre espa-
cés par une glycine. Il faut tou-
tefois souligner que la constante
d’affinité de la liaison du peptide
pour le récepteur est tres faible,
10* M - !, alors que le fragment
75 kD a une affinit¢ 100 fois
supérieure [15].

On peut donc faire I’hypotheése
qu’il existe d’autres séquences
interagissant soit avec le méme
récepteur des fibronectines, soit
avec d’autres récepteurs qui res-
tent dans ce cas a identifier (figure
3). L’existence de telles séquences
a déja regu une confirmation
expérimentale dans un systéme
modele utilisant des cellules tumo-
rales. In vitro, I’adhérence des
mélanomes B16/F10 aux fibronec-
tines fait intervenir deux séquen-
ces, dont 'une est la séquence
Arginine-Glutamate- Aspartate-
Valine (REDYV), situées dans
I’exon IIICS. Une autre
séquence, située en position plus
aminoterminale par rapport a la

séquence RGDS, est également s
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un site de haute affinité pour la
surface cellulaire [16, 17]. Nous
faisons donc I’hypothése qu’il
existe différents couples de sites de
liaison a la cellule, chaque couple
étant constitué d’un site de haute
affinité (106 M - ') et d’un site
de faible affinité (environ 10*
M-1. Ainsi, le site REDV
serait associé dans la région IIICS
a un site de plus haute affinité et
RGDS serait associé au site décrit
en position plus aminoterminale.
Certaines cellules utiliseraient pré-
férentiellement I’un de ces couples
pour adhérer aux molécules de
fibronectine. En tout état de
cause, le tripeptide RGD, initia-
lement considéré comme un signal
adhésif [18], pourrait se trouver
sur beaucoup de protéines sans
pour autant conférer a ces protéi-
nes un pouvoir de liaison a la cel-
lule. Pour qu’une protéine pos-
sede cette capacité de liaison a la
cellule, il y aurait donc nécessité
d’une conformation favorable et
de la présence de sites de plus
haute affinité.
Le récepteur
des fibronectines

La faible affinité des fibronectines
pour leur récepteur cellulaire n’a
pas permis d’utiliser, comme

méthode de purification des récep-
teurs, la chromatographie d’affi-
nité avec des gels de sépharose
couplés a la fibronectine. Mais
récemment, on a trouvé des anti-
corps monoclonaux bloquant
I’attachement in vitro des cellules
a des supports recouverts de fibro-
nectines. FEt c’est ainsi que la
purification du récepteur a été
effectuée par colonne d’affinité
avec un anticorps spécifique chez
I’homme et chez le poulet. Chez
les mammiferes, le récepteur de la
fibronectine est composé de deux
protéines transmembranaires.
Curieusement, ’une de ces pro-
téines est en fait composée de
deux polypeptides reliés entre eux
par un pont disulfure. Chez les
oiseaux, on a pu mettre en évi-
dence trois chaines polypeptidi-
ques transmembranaires dont
I'une a déja été complétement
séquencée. Une région du
domaine cytoplasmique de ces
trois chalnes polypeptidiques inter-
agit fortement avec la taline, une
protéine du cytosquelette de
215 kD localisée au niveau des
plaques adhésives que forment les
cellules avec leur support [19, 20].
Cette interaction est abolie lorsque
le domaine cytoplasmique du
récepteur est phosphorylé sur une
tyrosine. De méme, une fois phos-

<« Figure 3. Modéles hypothétiques représentant les interactions entre une

molécule de fibronectine et la surface cellulaire (d’aprés la référence [44]).
Ces modéles sont représentés chez I'oiseau ot le récepteur est composé de
trois sous-unités mais ils pourraient aussi bien s’appliquer aux mammiféres en
utilisant un récepteur ayant deux sous-unités. La force d’interaction entre la
séquence RGDS et le récepteur des fibronectines étant de faible intensité,
I’hypothése doit étre émise que cette interaction est accrue et stabilisée par
d’autres régions de la molécule de fibronectine. Plusieurs cas de figure sont
possibles : a. L’interaction entre la fibronectine et son récepteur au niveau
de la séquence RGDS est stabilisée par une conformation de la molécule per-
mettant une liaison maximale a la surface cellulaire. Cette conformation peut
étre due a une interaction entre deux régions distinctes de la molécule.

b. et c. Une autre portion de la fibronectine peut interagir avec soit le récep-
teur de la fibronectine lui-méme (b), soit un autre récepteur de surface (c).
d. Un autre type possible de stabilisation de la liaison entre la fibronectine
et la surface cellulaire peut étre réalisée grice a un « intermédiaire ». Il pour-
rait s'agir, par exemple, de I'héparine. D’'un cété, la fibronectine se lie a I'hépa-
rine au niveau de son site spécifique de liaison pour cette molécule. L’'hépa-
rine elle-méme interagit soit avec un récepteur spécifique a la surface de la
cellule, soit avec la partie protéique d’un protéoglycane intégré dans la mem-

brane cellulaire.

Les protéines représentées du cété cytoplasmique reliant le récepteur de la
fibronectine aux filaments d’actine (A) sont la taline (T) et la vinculine (V).
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phorylé, le récepteur se lie avec
beaucoup moins d’affinité aux
fibronectines. Dans cette optique,
il est trés intéressant de constater
que le récepteur des fibronectines
est trées fortement phosphorylé
dans les cellules transformées [21].
Or, les cellules transformées adhe-
rent mal au support et gardent
une morphologie arrondie. De
plus, elles ne synthétisent que peu
de fibronectines et ne les retien-
nent pas a leur surface. C’est
d’ailleurs cette observation qui
avait conduit a I’identification, en
1973, d’une protéine appelée large
external transformed-sensitive protein
(LETS) qui n’est autre qu’une
des fibronectines.
L’obtention d’anticorps spécifi-
ques, grace auxquels la nature du
récepteur aux fibronectines a pu
étre établie, a permis également
d’étudier la distribution des fibro-
nectines et de leurs récepteurs au
cours de |’embryogenése, ainsi
que dans de nombreux tissus nor-
maux et tumoraux [22]. Nous ne
décrirons ici que les observations
faites chez le jeune embryon.
Réle durant I'embryo-
genése des vertébrés
Chez I’amphibien, les fibronecti-
nes sont synthétisées deés le stade
blastula mais les ARN messagers
codant pour les fibronectines sont
d’origine maternelle et sont stoc-
kés au cours de ’ovogenese. Au
moment ou la segmentation se ter-
mine, le toit de la cavité blastocce-
lique se recouvre d’une matrice
fibrillaire trés riche en fibronecti-
nes [23]. C’est sur ce réseau tri-
dimensionnel de fibronectines que
migrent les cellules du mésoderme
formées lors du processus tres
complexe de la gastrulation. Des
anticorps monovalents dirigés con-
tre les fibronectines ou des pepti-
des synthétiques contenant la
séquence RGDS peuvent bloquer
la migration des cellules du méso-
derme ; 'embryon ne peut pour-
suivre son développement car les
3 feuillets primordiaux ne peuvent
se mettre en place et ’induction
de la plaque neurale par le méso-
derme sous-jacent ne peut se pro-
duire [24, 25].
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Chez les oiseaux et chez les mam-
miféres, les fibronectines apparais-
sent aussi trés tot au cours du
développement [26, 27]. Une
matrice extracellulaire riche en
fibronectines se forme au contact
des lames basales des tissus épi-
théliaux et dans le mésenchyme.
Une situation tres similaire a celle
des amphibiens est observée au
cours de la gastrulation dans ces
deux cas. En fait, chez les mam-
miferes, les fibronectines intervien-
nent déja lors de la formation de
I’endoderme pariétal, c’est-a-dire
lorsque ses cellules migrent le long
du trophectoderme. Ces fibronec-
tines ne sont pas synthétisées par
les cellules migrantes mais par le
trophectoderme ([27, 28] et
Richoux, Boucaut, Thiery, en pré-
paration). Les cellules de la créte
neurale migrent aussi dans un
réseau de matrice extracellulaire
riche en fibronectines [29-31]
(figure 4G). Ces cellules se déta-
chent de la bordure dorsale de la
plaque neurale, migrent dans de
nombreux territoires de 1’embryon
pour se différencier en tissus con-
Jjonctifs et musculaires, mais sur-
tout en tissus nerveux et en méla-
nocytes. En effet, pratiquement
tout le systtme nerveux périphé-
rique y compris les ganglions
entériques et tous les mélanocytes
dérivent des cellules de la créte
neurale [32].

A tous les niveaux du névraxe, les
cellules de la créte neurale restent
en contact étroit avec une matrice
extracellulaire contenant des fibro-
nectines mais également de gran-
des quantités de collagénes et de
glycosaminoglycanes (figure 4G). In
vitro, ces cellules peuvent aussi
quitter le neuroépithélium, a con-
dition de leur fournir un support
de migration approprié (figure 44,
B). Les supports contenant en

Figure 4. Comportement des cellules de la créte neurale sur différents
substrats. A. Sur un substrat de fibronectines amorphe et bidimensionnel
obtenu par dépét de fibronectines plasmatiques sur lamelle de verre, les cel-
lules de la créte neurale quittent le tube nerveux, s’étalent et migrent active-
ment. B. Dans le cas d’'une matrice extracellulaire tridimensionnelle compre-
nant des fibronectines et obtenue & partir d’une culture de fibroblastes
embryonnaires, les cellules migrent activement comme dans le cas du sup-
port de fibronectine ; cependant, elles ont une forme beaucoup plus allongée
qui se rapproche de celle observée dans I’'embryon. €. Sur un substrat formé
par des anticorps anti-récepteur des fibronectines, les cellules de la créte neu-
rale semblent comme paralysées et migrent beaucoup plus lentement que sur
un substrat comprenant des fibronectines. D. Sur un substrat de collagéne,
quelques cellules de la créte neurale parviennent & adhérer mais non a s’éta-
ler et & se déplacer. E. Effet d’anticorps dirigés contre le domaine de liaison
a la cellule sur le comportement migratoire des cellules de la créte neurale.
Sur un substrat de fibronectines, ces cellules migrent en suivant une direc-
tion quasi rectiligne. Lorsque I'on ajoute au milieu de culture des anticorps
monovalents anti-fibronectines (Fab’ anti-FN), les cellules s’arrondissent et
migrent trés peu et de maniére multidirectionnelle, ce qui se traduit par une
distance parcourue trés faible. Lorsque que l'on enléve les Fab’ et que I'on
rajoute des fibronectines en excés, les cellules reprennent une migration uni-
directionnelle. nt = tube nerveux. F. Les cellules de la créte neurale, en con-
tact avec un substrat de verre contenant des stries de fibronectines, migrent
exclusivement sur ces derniéres. G. Immunofluorescence avec des anticorps
anti-fibronectines sur une coupe d’un embryon de poulet au stade de la sortie
des cellules de la créte neurale au niveau troncal. Les cellules de la créte neu-
rale (ccn) quittent le sommet du tube nerveux (tn) et suivent deux voies de
migration, soit entre I'ectoderme (e) et le somite (s), soit entre le tube ner-
veux et le somite. Elles migrent dans une matrice extracellulaire riche en
fibronectines.
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particulier des fibronectines per-
mettent une migration direction-
nelle des cellules de la créte neu-
rale a2 condition qu’elles' soient
maintenues a forte densité cellu-
laire [33] (figure 4E, F). Par con-
tre, les collagénes, la laminine ou
les glycosaminoglycanes seuls ou
en combinaison ne permettent pas
aux cellules d’adhérer ni de
migrer (figure 4D). Des anticorps
dirigés spécifiquement contre le
site de liaison des fibronectines

a la surface cellulaire, de méme
que des peptides synthétiques con-
tenant la séquence RGDS, inhi-
bent I’attachement et la migration
des cellules de la créte neurale
[25, 33]. De plus, des anticorps
monovalents dirigés contre le
récepteur cellulaire des fibronec-
tines ont une action similaire [34].
En fait, les cellules de la créte
neurale, comme la grande majo-
rité des cellules embryonnaires,
expriment des récepteurs des

CELLULE EN MIGRATION

Taline
Vinculine

O Fibronectines

@ Récepteurs des fibronectines
a

A

Filaments d'actine

Figure 5. Schémas spéculatifs représentant les modes d’adhérence cellule-
substrat dans le cas des cellules en phase migratoire et stationnaire. Les
cellules en migration ont un cytosquelette désorganisé, elles expriment peu
ou pas de fibronectines a leur surface cellulaire, les récepteurs des fibronecti-
nes ont une localisation diffuse dans la membrane et peuvent étre mobiles.
Dans le cas des cellules stationnaires, le cytosquelette bien organisé et les
récepteurs des fibronectines sont localisés principalement aux abords des points
focaux (points d’ancrage solide sur le substrat) ot vraisemblablement ils sont
immobilisés. lls sont liés directement avec les fibres de fibronectines et indi-
rectement avec le cytosquelette par l'intermédiaire de la taline et la vinculine.
L'alpha-actinine représentée par les liens entre les filaments d’actine est la pro-
téine spécifique de la jonction entre les filaments d’actine.
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fibronectines a leur surface.
Cependant, les cellules capables de
migrer in vitro ou in vivo gardent
une distribution diffuse de leurs
récepteurs pour les fibronectines a
la surface cellulaire et ne retien-
nent pas de fibronectines a leur
surface. Cette distribution est con-
sidérablement modifiée lorsque les
cellules atteignent 1’état station-
naire [34] (figure 5). Les récepteurs
des fibronectines y sont regroupés
au niveau des points d’ancrage des
cellules au support ; a I’intérieur
du cytoplasme, la taline, la vincu-
line et ’alpha-actinine s’accumu-
lent aussi dans ces sites ou se for-
ment des cdbles de microfilaments
d’actine et finalement des fibres de
fibronectines s’accumulent sur la
surface cellulaire. On peut amener
artificiellement des cellules mobi-
les a acquérir un état stationnaire
en les déposant sur des supports
contenant des anticorps divalents
contre les récepteurs aux fibronec-
tines. Les cellules adherent tres
bien a ce support et s’étalent, mais
restent pratiquement paraly-
sées [34] (figure 4C). Ce résultat
montre que, si la force d’interac-
tion entre les récepteurs des fibro-
nectines et leur ligand est augmen-
tée d’un facteur 100 (rapport des
constantes de dissociation), les cel-
lules ne peuvent plus rompre les
liaisons formées. II est possible que
le regroupement naturel des récep-
teurs pour former des plaques
adhésives permette d’augmenter
’affinité de ces récepteurs devenus
immobiles dans le plan de la
membrane et de compenser ainsi
la faiblesse de la liaison avec le
récepteur.

Réle dans la
colonisation du thymus

Tout récemment, il a été possible
de mettre en évidence une inter-
action entre les fibronectines et
leurs récepteurs au cours de la
colonisation du thymus par les
cellules hématopoiétiques. Ces cel-
lules expriment a leur surface des
récepteurs pour les fibronectines
leur permettant d’adhérer transi-
toirement a la matrice extracellu-
laire entourant I’épithélium thymi-
que [35]. In vitro, les cellules
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Tableau |

PROTEINES CONTENANT LA SEQUENCE
ARGININE-GLYCINE-ASPARTATE-SERINE (RGDS)
OU DES SEQUENCES APPARENTEES

Séquence Protéine

- récepteur de I'EGF (epithelial growth factor)
- B-transforming growth factor (TGF-R)

RGD - facteur von Willebrand

- laminine
- protéase alpha-lytic Myxobacter 495
- protéine récepteur du phage Lambda (E. coli)

RGDS - polyprotéine d’enveloppe (Sindbis virus)

(active) * - VPl (virus des maladies des pieds et de la bouche)
- protéine basique testiculaire (rat)
- fibrinogéne chaine alpha (homme)
- fibronectines : site de liaison a la cellule
- collagéne chaine alpha-1 (type |) (bceuf et homme)
- collagéne chaine alpha-2 (type |} (poulet)

RGDA - thrombine (bceuf et homme)

(active)* - discoidine |, chaine A
- précurseur de la vitellogenine | (drosophile)
- 3 Hydroxyacyl-CoA déshydrogénase (porc)

RGDT - collagéne chaine alpha-2 (type I) (homme)

(active)* - P1 (homme : virus de l'influenza)

RGDV - second' site de liaison a la cellule fibronectine de rat

~ (active)* - vitronectine
RGDP - collagéne chaine alpha-1 (type V)

(inactive) * *

RGDK - collagéne chaine alpha-2 (type 1)
(inactive) * *

- domaine alpha-1 des protéines de classe | du CMH

RFDS - domaine alpha-1 des protéines de classe || du CMH
(inactive)* * - chaine polypeptidique codée par la famille de virus
HIV (SIDA)
SDGR - domaine alpha-2 des protéines de classe | du CMH
(active)*
DGR - fibroblast growth factor (FGF)
- ubiquitine

Cette liste est tirée des références [18, 39-43] et de Pierschbacher (commu-
nication personnelle). ‘

* Action inhibitrice des peptides sur I’'attachement cellulaire & un substrat de
fibronectines.

** Pas d’effet inhibiteur sur I'attachement cellulaire & un substrat de fibro-
nectines.
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hématopoiétiques sont capables
d’adhérer a la surface d’une
membrane basale préparée a par-
tir d’amnios humain. Cette mem-
brane basale peut étre traversée
par les cellules lorsque celle-ci est
placée dans une chambre de Boy-
den dont le compartiment infé-
rieur contient des peptides chimio-
tactiques sécrétés par 1’épithélium
thymique. L’adhérence des cellu-
les hématopoiétiques a la mem-
brane amniotique est inhibée par
des anticorps anti-fibronectines,
par des peptides synthétiques
incluant RGDS et par des anti-
corps anti-récepteurs des fibronec-
tines. De la méme facon que les
cellules de la gastrulation et les
cellules de la créte neurale, les cel-
lules hématopoiétiques utilisent le
systtme fibronectines-récepteurs
des fibronectines pour se déplacer
dans ’embryon et en particulier
pour coloniser le thymus.

I Réle dans I’hémostase

Les données acquises chez les
vertébrés montrent qu’au cours
de I’embryogenése, l’interaction
entre les fibronectines et leurs
récepteurs est nécessaire a I’adhé-
rence transitoire de nombreuses
cellules en mouvement. Ce
systtme de faible affinité permet
effectivement aux cellules de pou-
voir se transloquer et d’établir de
nouveaux contacts avec leur sup-
port. Toute augmentation de
I’adhésivité provoque un arrét de
la migration et le développement
d’'un cytosquelette organisé au
niveau des points d’ancrage.
Existe-t-il un systtme d’adhérence
semblable chez 1’adulte ? De
nombreux éléments militent en
faveur d’un tel systéme dans le
cas des cellules hématopoiéti-
ques[36] et en particulier pour les
plaquettes. En effet, le récepteur
inductible IIb/IIla est un récep-
teur reconnaissant la séquence
RGD contenue dans le fibrino-
geéne, le facteur Von Willebrand,
les fibronectines et la vitronectine
(Tableau I). Ce récepteur joue
probablement un réle trés impor-
tant dans le mécanisme d’agréga-
tion plaquettaire et dans la for-
mation du caillot [37].
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I Chez les invertébrés

Grace a de nombreuses données
expérimentales, les fibronectines
ont pu étre mises en évidence
chez les invertébrés et, en parti-
culier, chez 'oursin ou elles se
trouvent principalement a la sur-
face des cellules mésenchymateu-
ses primaires ainsi que dans le
blastoccele et sont probablement
impliquées dans la formation du
meésoderme primitif. En fait, des
protéines porteuses de variants de
la séquence RGDS existent méme
chez les bactéries ; il s’agit par
exemple du récepteur au phage
lambda. Chez la drosophile, une
expérience de blocage de la mor-
phogenése par un peptide conte-
nant RGDS a été réalisé avec suc-
cés [38]. Il est possible, en effet,
de bloquer le développement de
I’embryon au stade de la gastru-
lation apres injection de peptides
contenant RGDS. Il est donc
vraisemblable qu’un systéme ana-
logue a celui décrit chez les ver-
tébrés et permettant les migrations
cellulaires existe chez cet animal.

En conclusion, la séquence RGDS
ou ses variants portés par le site
de liaison cellulaire principal des
fibronectines permet a de nom-
breux types cellulaires normaux
ou tumoraux de se déplacer et
d’adhérer transitoirement a des
matrices extracellulaires contenant
des fibronectines. Il n’est cepen-
dant pas exclu que d’autres pro-
téines portant la séquence RGDS
puissent jouer un role similaire a
celui des fibronectines. De plus, il
est probable que d’autres récep-
teurs cellulaires interagissant aussi
avec d’autres sites sur les fibro-
nectines puissent contribuer soit a
une adhérence plus stable, soit a
certains types de mouvements.
Bien que la structure primaire des
fibronectines soit connue depuis
plus d’un an, il reste encore beau-
coup a apprendre pour rendre
compte de leurs propriétés biolo-
giques et pour mieux définir les
différents sites protéiques impli-
qués dans le développement
embryonnaire normal, 1’homéo-
stasie et au cours de certaines
maladies @

Summary

Fibronectins are among the
best known adhesive molecules
and are widely distributed in
the body. This class of multi-
functional glycoproteins can be
subdivided into two groups,
soluble fibronectins and cell-
associated fibrillar fibronectins,
depending on their localization,
physical properties, and pri-
mary structures. Soluble forms
of fibronectins are found in
body fluids such as plasma,
cerebrospinal, and amniotic
fluids. Cellular fibronectins are
synthesized by a wide variety
of cells ; they are organized
into fibrillar structures and
represent an important compo-
nent of extracellular matrices.
The multiplicity of fibronectin
functions arises from the ubi-
quitous distribution of these
glycoproteins and from their
interactions with a variety of
molecules. Indeed, fibronectins
carry binding sites specific for

cells, other components of
extracellular matrices, and
several macromolecules. The

interaction between fibronec-
tins and cells is mediated by
specific cell-surface receptor
complexes that interact with
defined fibronectin sequences,
particularly with an Arginine-
Glycine-Aspartate-Serine
sequence. Fibronectins and
their receptors constitute a
major cell-substratum adhesion
system which mediates labile
interactions between cells and
the extracellular matrices ; this
system thus plays a key role in
various cell processes such as
cell adhesion, cell spreading,
cell morphology, and cell
migration, occuring during
embryogenesis and during
other physiological processes.
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