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Laminine, intégrines,
organisation

et comportement invasif
des adéenocarcinomes

La formation de métastases par les adénocarcinomes est
I’aboutissement d’un processus complexe, a I’origine du-
quel se trouve linvasion du parenchyme, normalement
controlée par la membrane basale limitant la tumeur. Au
cours du développement tumoral, l]a membrane basale peut
étre incomplete ou méme absente en raison d’anomalies
dans P’accrochage de molécules d’adhérence comme 1la la-
minine aux récepteurs cellulaires specifiques, insuffisam-
ment exprimés ou mal orientés. Ces récepteurs, de type in-
tégrine, transmettent a la cellule tumorale des informations
en provenance de son environnement et interviennent dans
le développement, la différenciation, la migration, la liaison
de la cellule a la membrane basale et I'invasion. L’utilisation
de disintégrines, qui ont pour effet de bloquer le fonction-
nement d’intégrines particuliéerement impliquées dans I'in-
vasion, pourrait présenter un intérét thérapeutique en limi-
tant les processus invasifs et les métastases.

es épithéliums sains sont ca-
ractérisés par des aligne-
ments de cellules orientées

membrane basale bien organisée et
composée de cellules peu agressives
sera tres peu, voire nullement invasi-

de la méme facon, unies

entre elles par des jonctions
en divers points de la membrane
plasmique et reposant sur une mem-
brane basale qui les sépare du tissu
conjonctif.
Dans les adénocarcinomes ou tu-
meurs malignes d’origine épithéliale,
I'invasion du parenchyme péritumo-
ral dépend, a la fois de Iétat de dif-
férenciation des cellules cancéreuses,
de la labilité des contacts qui les unis-
sent, et du manque d’efficacité de la
membrane basale péritumorale en
tant que premier systéme de conten-
tion a laquelle elles sont soumises.
Ainsi, une tumeur limitée par une

ve. A 'opposé, dans une tumeur tres
agressive, la membrane basale sera
désorganisée ou absente et la conten-
tion des cellules tumorales ne pourra
alors se faire convenablement.

Le processus invasif peut schémati-
quement se découper en deux
phases consécutives : au cours de la
phase dite «pré-invasive », la cellule
tumorale perd ses contacts avec les
autres cellules de la tumeur, ce qui
implique une diminution de I’expres-
sion des molécules de liaison inter-
cellulaire ; au cours de la phase «in-
vasive », les cellules cancéreuses se
séparent du reste de la tumeur et

franchissent une membrane basale e
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dont [I’altération ou l'inexistence
méme peuvent résulter de deux phé-
nomenes indépendants : (1) une per-
te des composants de la membrane
basale par digestion protéasique, soit
par les cellules malignes elles-mémes,
soit par des éléments matriciels [1] ;
les cellules tumorales s’échapperont
alors de facon active puisqu’elles se-
ront elles-mémes responsables de 1’al-
tération de la membrane basale (figu-
re 1) ; (2) des anomalies dans la
formation de la membrane basale au
cours du développement de la tu-
meur. Méme peu agressives, les cel-
lules tumorales pourront pénétrer
dans le mésenchyme par simple dif-
fusion et devront alors, pour engen-
drer des métastases a distance, acqué-
rir, au contact du stroma, des
propriétés plus agressives, vraisembla-
blement par I'activation de protéases
spécifiques.

Les propriétés invasives d’une tu-
meur primitive reposent en grande
partie sur son mode de formation
dans lequel sont impliqués, d’une
part, les cellules tumorales avec leurs
caractéristiques en matiere de diffé-
renciation, de molécules d’adhéren-
ce, et de récepteurs des molécules
d’adhérence et, d’autre part, 'envi-
ronnement composé de la matrice
extracellulaire, de ses cellules et de
ses propres molécules d’adhérence.
LLa membrane basale étant directe-
ment impliquée dans les phéno-
meénes d’invasion, il convient d’en
rappeler briévement les caractéris-
tiques (pour une revue, voir [2]). Il
s’agit d’une spécialisation de la ma-
trice extracellulaire qui se présente
comme une mince couche de 50 a
200 nm d’épaisseur, limitant entiere-
ment les structures épithéliales et vas-
culaires, et formant ainsi une frontie-
re avec le tissu conjonctif. Les
membranes basales sont essentielle-
ment constituées de laminine [3], de
collageéne IV, de fibronectine [4], de
nidogéne-entactine et d’héparan sul-
fate protéoglycane, et jouent un réle
primordial dans la morphogenése, la
différenciation cellulaire, I’établisse-
ment de l'architecture tissulaire et
I’adhérence cellulaire [5, 6]. Leurs
composants  interviennent  dans
I’émission ou la transmission de di-
verses informations aux cellules par
I'intermédiaire de récepteurs cellu-
laires spécifiques. Les cellules recoi-
vent et intégrent ainsi des signaux

aboutissant a une expression spéci-
fique de leurs génes, donc a une mo-
dification de leur fonctionnement
[7]. Le composant non collagénique
le plus abondant de la membrane ba-
sale, la laminine, joue un role parti-
culierement important dans les inter-
actions entre les cellules épithéliales
et la matrice extracellulaire [8].

I La laminine

Isolée a partir du sarcome murin
EHS (Engelbreth-Holm-Swarm), la
laminine est une volumineuse molé-
cule de masse molaire 850 000, syn-
thétisée par les cellules épithéliales,
les cellules endothéliales, les cellules
musculaires et les cellules de
Schwann. Elle intervient, notam-
ment, dans I'ancrage des cellules épi-
théliales et endothéliales aux mem-
branes basales [2, 4]. Constituée de
trois chaines polypeptidiques, A
(MM 400 000), B1 (MM 210 000) et
B2 (MM 200 000), c’est une molécu-
le en forme de croix avec deux bras
courts et un bras long (figure 2). L’in-
tersection des bras courts constitue a
la fois une zone résistante aux pro-
téases et un site de fixation aux ré-
cepteurs cellulaires de surface qui lui
sont spécifiques.

Elle est au ccoeur d’une variété de
phénomenes biologiques, incluant
I'adhérence, la migration, la croissan-
ce, la morphologie [5, 8] et la diffé-
renciation [9]. Au cours du processus
de différenciation, les chaines B de la
laminine sont exprimées de facon
constitutive dans les cellules mésen-
chymateuses, donc non polarisées,
tandis que I'apparition de la chaine
A dépend de l'induction embryon-
naire et coincide avec le début de la
polarisation de ces cellules, comme
cela a été montré au cours du déve-
loppement du rein [9]. La laminine
présente de nombreux sites d’adhé-
rence sur les cellules et ses récep-
teurs sont hétérogenes. De ce fait,
I’interaction avec la laminine consti-
tue un systeme versatile du contréle
du mouvement cellulaire. La réponse
d’un type cellulaire dépend de Ia
structure de la laminine rencontrée,
du type de récepteur exprimé et du
type de signal transmis a la cellule.
Les principaux sites actifs de la lami-
nine, grace auxquels la molécule
exerce ses fonctions, sont le fragment
P1, le fragment E8 qui inclut le frag-
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Figure 1. A. Organisation de I'épithélium avec ses interactions cellules-cel-
lules et cellule-membrane basale. B. Perte de polarité des cellules et invasion
de la membrane basale. C. Envahissement du stroma péritumoral.

ment E3, le fragment E4 [7], la sé-
quence RGD (Arg-Gly-Asp) [10], et
la séquence YIGSR (Tyr-lleu-Gly-Ser-
Arg) [11] (figure 2). Plusieurs iso-
formes de la laminine, telles que la
mérosine ou s-laminine, ont été iden-
tifiées. De plus, d’autres molécules
comme la kalinine [12] et la nicéine
[13] présentent de grandes analogies
avec la laminine.

D’une facon générale, dans les phé-
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nomeénes d’invasion et de meétastase,
les processus doivent s’enchainer de
telle maniére que la cellule maligne
ait, a un moment donné, la capacité
de se détacher de la masse tumorale
primitive pour ensuite migrer et at-
teindre les membranes basales des
tissus adjacents. Au niveau des endo-
théliums, les cellules doivent expri-
mer des récepteurs leur permettant
de s’attacher aux membranes basales

et de les hydrolyser localement pour
pouvoir a nouveau migrer. La dyna-
mique des récepteurs de la laminine
joue un role essentiel dans la migra-
tion cellulaire. A la suite d’interac-
tions avec le substrat, les récepteurs
occupés se regroupent et s’internali-
sent, alors que d’autres réapparais-
sent pour s’attacher aux composants
des matrices, ce renouvellement
constant des récepteurs permettant
ainsi a la cellule de migrer.

L’analyse des événements molécu-
laires permettant le passage de I'état
stationnaire a I’état migratoire pour-
rait expliquer le réle joué par la la-
minine et ses récepteurs dans les
phénomeénes invasifs et métasta-
tiques, les mouvements cellulaires
étant particulierement impliqués
dans I'invasion et la métastase [14].
La migration des cellules est due aux
propriétés chimiotactiques de la la-
minine. Cette glycoprotéine a un
réle ubiquitaire : il a ainsi été montré
que des concentrations élevées du
peptide YIGSR, obtenu par fragmen-
tation protéasique, inhibent la liaison
de ces cellules aux membranes ba-
sales et réprime les métastases expéri-
mentales in vivo [15]. Au contraire,
la co-injection de la molécule de la-
minine avec des cellules tumorales fa-
vorise la formation de métastases pul-
monaires [16]. Plusieurs récepteurs
de la laminine sont connus. Les plus
nombreux font partie des intégrines,
famille de récepteurs impliqués dans
les relations cellules-cellules ou cel-
lules-membranes basales et jouent un
role clé dans les phénomenes d’inva-
sion et de métastases [10].

| Les intégrines

Les intégrines sont une famille de
glycoprotéines  transmembranaires,
en partie intégrées aux membranes
plasmiques, d’ou leur appellation.
Elles interviennent comme récep-
teurs des composants des matrices
extracellulaires, mais également dans
les relations cellule-cellule. Elles sont
formées de deux chaines o et 3 asso-
ciées par des liaisons non covalentes
[10]. Les sous-unités o ont une
longue partie extracellulaire avec
trois ou quatre domaines de liaison
pour les cations divalents, une partie
transmembranaire et un court do-
maine cytoplasmique. Les sous-unités
B sont caractérisées par une séquen-

e —
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ce de phosphorylation sur résidu ty-
rosine et quatre domaines riches en
cystéine dont la fonction n’est pas en-
core connue. A 'exception de B4 qui
présente un long domaine cytoplas-
mique (environ 1000 acides aminés),
les sous-unités B possédent de courts
domaines cytoplasmique et trans-
membranaire (environ 20 a 30 acides
aminés pour chaque domaine). Les
intégrines sont co-localisées avec les
différents composants du cytosquelet-
te au niveau des points focaux et des
plaques d’adhérence, par le biais de
leurs domaines cytoplasmiques, prin-
cipalement ceux de leurs sous-unités
B [17]. Mis a part leur role de récep-
teurs dans les relations cellule-cellule
et cellule-matrice extracellulaire, les
intégrines participent a de nombreux
processus physiologiques. Leur expres-
sion est réglée dans I'embryogenese, le
développement [18], la différencia-
tion, les processus de cicatrisation,
mais aussi l'invasion et le processus
métastatique des adénocarcinomes.
Elles jouent un réle important dans
I'assemblage de la matrice extracellu-
laire et dans la migration cellulaire :
ainsi la sous unité Bl intervient-elle
dans la migration des kératinocytes sur
le collagéne et la fibronectine [19, 20].
La plupart des intégrines reconnais-
sent des sites conformationnels et
beaucoup d’entre elles s’attachent a
leur ligand par I'intermédiaire de la
séquence RGD [21, 22], mise pour la
premicre fois en évidence dans la
molécule de fibronectine mais com-
mune a diverses molécules d’adhé-
rence, notamment la laminine. La
spécificité d’interaction entre l'inté-
grine et son ligand dépend de la
conformation spatiale de ce peptide,
laquelle varie suivant les ligands. Les
domaines multiples des glycopro-
téines de la matrice extracellulaire
augmentent la complexité d’interac-
tion : ainsi, les intégrines a5p1, a3pl
et avB1 se lient a la fibronectine par
I'intermédiaire de sa séquence RGD,
alors que 'intégrine o4f1 se lie a un
domaine différent de la fibronectine.
L’attache de la fibronectine a des in-
tégrines différentes via deux sites dif-
férents induit donc, probablement,
des signaux différents pour la cellule.
Quelques intégrines sont spécifiques
de leurs ligands : 05B1 se lie a la fi-
bronectine, a6f1 et a7f1 se lient a la
laminine, alors que d’autres inté-
grines se lient a plusieurs ligands :

Chaine A

E8

© Jes

COOH

Figure 2. Molécule de laminine avec
ses différents sites actifs. Code a une
lettre des acides aminés : Y = Tyr;

=lleu; G=Gly;S=Ser;R=Arg;
D = Asp. Les fragments P1, E3, E4 et
E8 constituent les principaux sites
actifs de la molécule.

ainsi, a2l et a3pl s’attachent aux
collagénes et a la laminine. Ces deux
derniéres intégrines jouent égale-
ment un réle important dans I’adhé-
rence des cellules épithéliales entre
elles.

L’expression des intégrines est un
facteur déterminant dans le phénoty-
tion avec les éléments de la matrice
extracellulaire et la capacité invasive
et métastatique des cellules. Il a été
montré que la neutralisation de la
sous-unité a6 dans les cellules inva-
sives inhibe I'invasion des mem-
branes basales in vitro, ce qui met en
évidence le role important de cette
sous-unité dans les processus d’enva-
hissement. La transformation ma-
ligne est généralement accompagnée
par une variation d’affinité des inté-
grines pour leurs ligands. Ainsi, la
surexpression de certains récepteurs,
en particulier a5f1, augmente la dif-
férenciation et diminue la tumorigé-
nicité et la migration cellulaire. A
I'inverse, I’'invasion des membranes
basales par les cellules tumorales
peut étre inhibée par des peptides
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synthétiques contenant des sé-
quences RGD, sites d’accrochage de
beaucoup d’intégrines sur les molé-
cules d’adhérence [21].

Parmi les récepteurs de la laminine
connus dans les épithéliums, o6p1
parait jouer un réle prédominant
dans I’adhérence au fragment EB8
dans une grande variété de cellules
[23]. Le seul ligand identifié pour
cette intégrine est la laminine, alors
que d’autres intégrines, récepteurs
de la laminine, sont également ca-
pables de reconnaitre d’autres pro-
téines de la matrice extracellulaire.
La fonction de la sous-unité o6 est
complexe car cette sous-unité peut
étre associée non seulement a fl,
mais également a 4 [24]. L’intégri-
ne a6P4 est principalement expri-
mée dans les cellules épithéliales et
les tumeurs qui en dérivent. Dans les
kératinocytes, elle est essentiellement
localisée au niveau des hémidesmo-
somes, ce qui laisse penser qu’elle
joue un roéle majeur dans I'adhéren-
ce cellule épithéliale-membrane basa-
le. De plus, le domaine cytoplas-
mique particuliéerement long de cette
glycoprotéine transmembranaire en
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fait un élément de structure impor-
tant des plaques hémidesmosomales
en les liant aux filaments intermé-
diaires de kératine [25]. Il pourrait
exister une différence d’affinité entre
4 et Bl pour ab. Ainsi, dans des cel-
lules exprimant a la fois Bl et B4, a6
pourrait former préférentiellement
un hétérodimeére avec 4. Le role de
0634 comme récepteur de la lamini-
ne est admis depuis peu, au moins
dans le cancer du célon [26]. Toute-
fois, cette fonction de 06p4 est enco-
re discutée, son ligand pouvant, pour
certains auteurs, étre différent de ce-
lui de a6B1. Ainsi, dans les kératino-
cytes, 0634 se lierait a des composants
des membranes basales autres que la
laminine. La tendance actuelle est
d’admettre que a6B4 est un récep-
teur de la laminine. Certaines caracté-
ristiques, comme son hyperexpres-
sion dans des cancers agressifs
d’origine épithéliale, en feraient une
intégrine assez fortement impliquée
dans l'invasion, sans que les méca-
nismes en cause soient encore bien
connus. La sous-unité 4 jouerait alors
un role différent de celui de B1, ce qui
conférerait a I'intégrine 06p4 des pro-

Figure 3. Xénogreffe d’adénocarcino-
me du célon humain. Membrane ba-
sale compléte (A) ou absente (B).

priétés différentes de celles de a6pl,
encore trés mal connues a ce jour.

D’une fagon générale, I'état de diffé-
renciation d’'un adénocarcinome se
juge essentiellement sur la polarisa-
tion des cellules tumorales : on peut
ainsi observer des tumeurs compo-
sées en majeure partie de cellules
bien polarisées et d’autres, compo-
sées surtout de cellules sans polarisa-
tion évidente. La distribution des in-
tégrines suit I’état de différenciation
de la cellule : en position basale
(06B1, 06B4) et baso-latérale (02P1,
o3B1) dans les cellules polarisées,
elles sont entiérement péricellulaires
dans les cellules non polarisées ou in-
différenciées. Une tumeur maligne
est généralement composée de cel-
lules dont les caractéristiques diffe-
rent et a I'agressivité variable. Cette
hétérogénéité rendant son étude par-
ticulierement complexe, il est néces-
saire de reconstituer des tumeurs
monoclonales, ce qui permet de défi-
nir de facon précise leurs caractéris-
tiques cellulaires, leur mode de for-
mation et leur comportement vis-a-vis
du parenchyme environnant. La gref-
fe de clones [27] issus de mémes li-
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gnées adénocarcinomateuses [28] a
des animaux de laboratoire a permis
d’obtenir des tumeurs se dévelop-
pant différemment les unes des
autres pour aboutir a des structures
entourées d’une membrane basale
compléte ou altérée, voire absente,
selon que la tumeur correspondante
est différenciée ou non (figure 3).
Lorsque la membrane basale est défi-
ciente, les métastases sont nettement
plus nombreuses que lorsqu’elle est
bien structurée. Il parait tres vraisem-
blable que cette différence entre les
potentialités métastatiques des tu-
meurs soit, en premier lieu, liée a
une différence dans les facultés d’in-
vasion du parenchyme péritumoral.
La contention cellulaire ne se fait
plus ou se fait moins bien selon I’état
de la membrane basale.

Bien que pouvant former des xéno-
greffes a caractéres structuraux et in-
vasifs différents, les cellules issues
d’'un méme adénocarcinome peu-
vent ne présenter aucune différence
dans leur production de laminine
[29] et dans I’expression de leurs
protéases. Le défaut de membrane
basale des tumeurs les plus agressives
reléverait d’'une moindre disponibili-
té et/ou d’un défaut de polarisation
des récepteurs intégrines, donc de
moindres possibilités d’accrochage a
la cellule de la laminine ou d’autres
molécules constitutives de la mem-
brane basale, tout au long de la crois-
sance de la tumeur. De plus, cer-
taines intégrines impliquées dans les
relations cellule-cellule peuvent avoir
une expression tres réduite, voire
nulle lorsque les cellules sont trés in-
vasives : c’est le cas de l'intégrine
02B1 dans les cancers du colon méta-
statiques [30]. Il ne s’agit toutefois
pas d'une regle générale puisque
I'expression de 021 est au contraire
trés amplifiée dans certains cancers
métastatiques du poumon [31].

Le probléme est donc complexe,
mais on peut considérer que, sauf ex-
ception, un appauvrissement en inté-
grines fonctionnelles a la surface cel-
lulaire modifie de facon importante
les interactions entre cellules tumo-
rales elles-mémes, et entre les cellules
et la matrice extracellulaire avec,
pour corollaire, une augmentation
de la motilité cellulaire et un accrois-
sement des propriétés invasives des
tumeurs. Il se pourrait alors qu’une
fois libérées de la tumeur primitive,

les cellules circulantes expriment a
nouveau leurs récepteurs pour adhé-
rer sur d’autres protéines matricielles
et poursuivre leur progression [30].
Il est tres vraisemblable que le mode
de formation des tumeurs et la mise
en place de leurs composants jouent
un roéle essentiel dans les toutes pre-
miéres phases de I'invasion cancéreu-
se du stroma péritumoral. Les inter-
actions qui s’établiront ensuite entre
les cellules tumorales et leur nouvel
environnement pourront rendre les
cellules tumorales plus agressives, par
activation de protéases qui leur per-
mettront de progresser efficacement
au cours du processus métasta-
tique [1].

Au-dela de leur fonction d’accrocha-
ge des molécules d’adhérence a la
cellule, les intégrines jouent un role
déterminant dans la transduction du
signal de I’extérieur vers l'intérieur
de la cellule [32]. Cela explique I’in-
fluence que certaines molécules de la
membrane basale, et plus générale-
ment de la matrice extracellulaire,
peuvent avoir sur le comportement
des cellules. Sur un plan thérapeu-
tique, I'utilisation de peptides RGD
peut paraitre trés intéressante : ils em-
pécheraient des intégrines fortement
impliquées dans l'invasion, de s’atta-
cher a leurs ligands naturels et de
transmettre ainsi a la cellule tumorale
des informations susceptibles d’ac-
croitre ses activités protéolytiques. Les
peptides RGD linéaires a forte affinité
sont particulierement difficiles a syn-
thétiser, mais un espoir réside dans
I'utilisation de disintégrines, polypep-
tides RGD (50-90 kDa) a forte affinité,
présents dans le venin de vipére et qui
sont des ligands «naturels» de cer-
taines intégrines [33]. De plus, les in-
hibiteurs de la glycosylation comme la
tunicamycine, peuvent considérable-
ment diminuer le potentiel métasta-
tique des cellules en inhibant leur
adhérence sur les éléments de la
matrice extracellulaire par linter-
médiaire de la sous-unité d’intégri-
ne Bl commune a de nombreuses
intégrines et dont la synthése est ré-
duite sous l'effet de la tunicamy-
cine [34].

L’état de différenciation d’un adéno-
carcinome est un indice précieux
pour [’établissement du pronostic.
L’expression de I’agressivité tumora-
le dépend en grande partie des inter-
actions qui ont lieu entre la cellule et
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son environnement par l'intermé-
diaire de récepteurs dont la nature,
le nombre et la localisation jouent un
role prépondérant. L’optimalisation
de la connaissance des molécules
d’adhérence, de leurs récepteurs, de
leurs sites d’accrochage, permettra
vraisemblablement dans un avenir
proche, d’affiner le pronostic et de
mettre au point des thérapeutiques
reposant essentiellement sur I’inhibi-
tion ou l’activation des récepteurs de
type intégrines dont de nouvelles va-
riétés sont découvertes en permanen-
ce @

Summary

Laminin, integrins, organisation
and invasive behaviour of adeno-
carcinomas

Adenocarcinoma metastases are
the result of a complex process in- -
volving several steps. The origin of
this process is the extracellular ma-
trix invasion that is normally limi-
ted by the tumor basement mem-
brane. Abnormalities in basement
membrane formation that can oc-
cur during the development of in-
vasive tumors may result from un-
derexpression of cellular receptors
for matrix adhesion molecules.
Consequently matrix adhesion mo-
lecules such as laminin may not be
correctly linked to tumor cells. In
such a case, incomplete basement
membrane is formed, favoring the
escape of malignant cells. Cells re-
ceive information via the integrins,
receptors for adhesion molecules
involved in the development, diffe-
rentiation, migration, spreading
and invasion. The use of disinte-
grins as a means of blocking the
functions of integrins involved in
invasion process may be an interes-
ting therapeutic approach directed
at limiting this process.
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