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Titre : Identification d’un nouveau partenaire de LRP1 : CD44, le
récepteur de I’acide hyaluronique

LRP1 est un récepteur d’endocytose multifonctionnel capable non seulement
d’interagir avec de nombreux ligands et de réguler leur endocytose, mais également de
moduler certaines voies de signalisation intracellulaire. Ce récepteur se révéle impliqué dans
de nombreux mécanismes physiologiques et pathologiques, comme [’athérosclérose, la
maladie d’Alzheimer ou encore le cancer. La multiplicité de ses partenaires fait émerger le
concept selon lequel LRP1 est capable de réguler le protéome membranaire et ainsi
d’influencer le comportement migratoire de nombreuses cellules. De plus, les résultats
récents obtenus au sein de notre laboratoire indiquent que ce récepteur d’endocytose est
capable de controler la dynamique d’adhérence des cellules tumorales. Nous avons donc
cherché a identifier un nouveau partenaire membranaire de LRP1, capable de participer a la
régulation de 1’adhérence tumorale. Notre étude s’est portée sur le récepteur d’adhérence
CD44. L’utilisation de RAP, un antagoniste de LRP1 révele que ce récepteur d’endocytose
module la présence de CD44 a la membrane plasmique. Nous avons également découvert que
ces deux récepteurs colocalisent fortement dans la cellule tumorale, que ce soit a la surface
cellulaire ou au niveau intracellulaire. De plus LRP1 et CD44 co-immunoprécipitent a partir
d’extraits totaux et membranaires, indiquant que ces deux récepteurs sont fortement associés
au sein d’un méme complexe moléculaire. L’étude de la répartition membranaire du complexe
LRP1/CD44 a montré qu’il était en grande partie situé dans les radeaux lipidiques et
particulierement les cavéoles. Toutefois ces structures n’apparaissent pas nécessaires a
I’établissement du complexe et ne sont pas impliquées dans les processus d’endocytose
relatifs a ces récepteurs. En effet, des expérimentations visant a quantifier I’endocytose de
CD44 couplées a différents traitements (B-MCD, conditions hyperosmotiques) révelent que
I’endocytose de ce complexe implique principalement la voie des vésicules tapissées de
clathrine. Nous avons également démontré que ce mécanisme dynamique permettait de
réguler 1’adhérence tumorale. Enfin, des travaux sur le shedding de CD44 ont permis
d’identifier les protéases impliquées (MTIMMP, ADAMs 10 et 17) et mettent en évidence un
effet protecteur de LRP1 sur le clivage de I’ectodomaine de CD44.

Mots clés : LRP1, CD44, endocytose, adhérence, cancer, radeaux lipidiques
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I. LES ETAPES ET COMPOSANTES DE LA
PROGRESSION TUMORALE

I.LA. LES CARACTERISTIQUES DE LA CELLULE TUMORALE

La tumorigenése est un processus multi-étapes, qui se manifeste pour une large part au
travers d’altérations génétiques qui n’ont pu étre réparées par la cellule. Ces altérations
conduisent a la transformation progressive d’une cellule normale en une cellule tumorale.
Plusieurs différences fondamentales dissocient les cellules malignes des cellules bénignes, la
principale étant un défaut de régulation de la prolifération des cellules aboutissant a la
formation d’une tumeur. En conditions physiologiques, les cellules possédent différents
mécanismes de régulation permettant le maintien de ’homéostasie et évitant la formation de
tumeurs. Lors de la transformation tumorale, les cellules subissent des altérations
fondamentales qui peuvent étre regroupées en six catégories distinctes (Hanahan et Weinberg
2000) (Fig. 1) :

@ des signaux de croissance autosuffisants,
= une insensibilité aux signaux inhibiteurs de croissance,
® J’échappement a la mort cellulaire programmée ou apoptose,
™ un potentiel réplicatif illimité,
® le soutien de I’angiogenése,

® P’invasion d’autres tissus de I’organisme par le développement de métastases.
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Sustained
angiogenesis

Figure 1: Capacités acquises par les cellules tumorales au cours de la
tumorigenése. (Hanahan et Weinberg 2000)

I.LA.1. Les cellules tumorales proliférent de maniére incontrélée

Pour proliférer, les cellules saines doivent bénéficier de signaux de croissance afin de
quitter leur état quiescent. Ces signaux sont généralement constitués de facteurs de croissance
qui se fixent a leur récepteur transmembranaire ou encore des signaux apportés par les
interactions cellule-cellule ou cellule-matrice extracellulaire. Les cellules tumorales sont
capables de générer de fagon autonome leurs signaux de prolifération, soit en altérant les
signaux de croissance eux-mémes, soit en altérant les voies de transduction et d’exécution de
ces signaux. Par exemple, certaines cellules malignes sont capables de produire leurs propres
facteurs de croissance et ainsi de réguler de facon autocrine leur prolifération. Ce qui est par
exemple le cas des tumeurs thyroidiennes qui surexpriment I’lGF (insulin-like growth factor)
(Vella et al. 2001). De méme, certaines modifications des récepteurs peuvent conduire a des
effets identiques. Ainsi des mutations les rendant hypersensibles ou des modifications dans
leur motif d’expression favorisent les récepteurs transmettant les signaux de prolifération.

Ainsi, le récepteur a I’EGF (epidermal growth factor, EGFR) est surexprimé dans nombre de
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cancers, dont des cancers épithéliaux ; ce qui en fait une cible thérapeutique majeure dans le
traitement du cancer (Lorch 2009). Mais les cellules tumorales peuvent aussi corrompre les
cellules adjacentes, appelées cellules stromales, en induisant chez elles la sécrétion de facteurs

de croissance qui de fagon paracrine vont stimuler la croissance tumorale.

I.A.2. Les cellules tumorales ne répondent pas aux signaux anti-prolifératifs

L’homéostasie tissulaire est maintenue grace a une balance entre signaux prolifératifs
et non-prolifératifs. Comme pour I’intégration de signaux prolifératifs (Cf. 1. A.1), les cellules
tumorales présentent également des altérations significatives au niveau des signaux anti-
prolifératifs. Comme précédemment, des défaillances peuvent intervenir dans 1’intégration des
signaux que ce soit des modifications dans I’expression de molécules anti-prolifératives
(TGF-B, transforming growth factor-ff) ou de leurs récepteurs ou encore dans 1’intégration du
signal, comme la dérégulation de la phosphorylation de la protéine Rb (rétinoblastome), qui
controle I’avancée dans le cycle cellulaire. Quelques soient les mécanismes moléculaires
impliqués, la diminution ou la perte de sensibilité aux signaux anti-prolifératifs prévient la

quiescence et limite la différenciation cellulaire (Hanahan et Weinberg 2000).

I.A.3. Les cellules tumorales présentent un moindre potentiel apoptotique

En condition physiologique, il existe un mécanisme fondamental ancré dans chaque
cellule qui provoque la mort cellulaire programmée de toute cellule dérivant vers un
phénotype anormal ; il s’agit de I’apoptose. Ce phénomene est sous le contrdle de sentinelles
postées a la membrane plasmique, comme le récepteur Fas et le récepteur du TNF-a (tumor
necrosis factor-a), ou dans le cytoplasme qui, en cas de détérioration irréversible de la cellule,
déclenchent une cascade de mécanismes aboutissant a la mort de la cellule. Parmi ces
anomalies, nous pouvons citer des dommages induits de I’ADN ne pouvant étre réparés, un
déséquilibre majeur dans la signalisation intracellulaire (notamment mitochondriale), des
facteurs de survie insuffisants, 1’hypoxie ou encore la perte de contact (anoikis). Ainsi, les
cellules tumorales sont capables d’échapper a ce mécanisme notamment par perte des

régulateurs pro-apototiques (par exemple, la dérégulation du suppresseur de tumeur PTEN,
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phosphatase and tensin homolog) ou gain de régulateurs anti-apoptotiques (oncogéne Bcl2)

(Hanahan et Weinberg 2000).

I.A.4. Les cellules tumorales disposent d'un potentiel de réplication illimité

Toute cellule posséde intrins€équement un programme limitant sa multiplication : a
partir d’un certain nombre de doublement, les cellules entrent automatiquement en
sénescence. Cette régulation est sous le contrdle des télomeres, une séquence de plusieurs
milliers de paires de bases située a I’extrémité des chromosomes. Cette séquence composée de
multiples répétitions d’éléments de 6 paires de bases est, a la fagon d’un compteur, raccourcie
de 50 a 100 paires de bases a chaque réplication. Une enzyme, la télomérase, est capable de
rétablir ces répétitions. Cette enzyme est surexprimée dans 85 a 90% des cellules cancéreuses,

les exposant ainsi a des processus de réplication illimités.

I.A.5. Les cellules tumorales participent a 'angiogenése

Comme nous I’avons vu, les cellules tumorales sont capables de proliférer de manicre
incontrdlée et anarchique. Avec 1’augmentation du volume tumoral, les cellules sont donc
rapidement confrontées a un probléme d’approvisionnement en oxygene et nutriments. C’est
pourquoi nombre de tumeurs acquicrent la capacité d’induire la formation de nouveaux
vaisseaux, appelée néoangiogenése. L’angiogencse est nécessaire a des processus
physiologiques comme le développement embryonnaire ou la cicatrisation, elle est
étroitement régulée et dépend d’une balance entre facteurs pro- et anti-angiogéniques. Les
cellules tumorales sont capables de modifier la balance en favorisant la formation de
nouveaux vaisseaux au niveau de la tumeur. Ce processus fondamental pour le développement
de la tumeur est appelé le switch angiogenique. Différents mécanismes sont mis en place
comme la sécrétion de facteurs pro-angiogeniques (VEGF, vascular endothelial growth
factor ; FGF, fibroblast growth factor) ou I’expression de protéases matricielles (MMPs,
matrix metalloproteasis) capables de libérer des facteurs séquestrés dans la matrice
extracellulaire (Shchors et Evan 2007). Inversement, la diminution d’expression de facteurs
anti-angiogéniques comme la thrombospondine-1 (TSP) peut faire pencher la balance du coté

de I’angiogenese (Roberts ef al. 2007). Cette néovascularisation tumorale va permettre son
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expansion rapide aboutissant a la formation d’une tumeur macroscopique et faciliter le

phénomene d’invasion et de formation de métastases.

.LA.6. Les cellules tumorales sont susceptibles d’envahir d’autres tissus

En effet, la dernic¢re caractéristique des cellules tumorales réside dans leur capacité a
envahir les tissus environnants et a développer des métastases colonisant ainsi d’autres zones
du corps. Ce mécanisme assez complexe fait intervenir de nombreux facteurs. Les cellules
doivent rompre les liaisons cellule-cellule afin de pouvoir échapper a la tumeur primaire. De
plus, pour progresser au sein de la matrice extracellulaire, elles doivent sécréter un certain
nombre de protéases matricielles, en majorit¢ des MMPs, et diminuer I’impact des inhibiteurs
associés (TIMPs, tissue inhibitor of metalloproteases). Cette sécrétion de protéases peut
¢galement étre I’oeuvre des cellules stromales entourant la tumeur. Ces protéases participent
activement aux processus d’intravasation et d’extravasation qui permettent aux cellules
tumorales d’entrer dans la circulation sanguine, d’en sortir et de progresser dans le nouveau
tissu pour y former une nouvelle colonie (Chambers et Matrisian 1997). C’est pourquoi de
nombreux inhibiteurs de MMPs ont été mis au point et ont montré une diminution du nombre

de métastases dans les mélanomes, les cancers mammaires et colorectaux.

I.B. LES ACTEURS DU MICROENVIRONNEMENT TUMORAL

I.B.1. La matrice extracellulaire : caractéristiques et fonctions

L’ensemble des molécules constituant 1’espace intercellulaire forme la matrice
extracellulaire (MEC). Elle est synthétisée a la fois par les cellules épithéliales et les cellules
stromales, comme les fibroblastes ou les ostéoblastes (Kim et al. 2011). Elle est constituée
d’un assemblage complexe et dynamique de nombreux constituants qui sont regroupés en

quatre grandes familles (Tabl. 1) :
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Exemple
Principales caractéristiques et
fonction au sein de la MEC
Homo- ou hétérotriméres de chaine \
27 membres (I a XXVII).

o, formant une hélice grace aux
répétitions GXY (X : proline; Y :
hydroxyproline).

Collagenes
Résistance mécanique aux tissus.

Décorine, versicane, aggécane,
fibromoduline.

Chaine protéique sur laquelle sont
Protéoglycanes | fixées une a plusieurs dizaines de | Fixation d’eau: résistance aux
chaines de glycosaminoglycanes. variations de pression.
Controle de la biodisponibilité de
certains facteurs de croissance.

Protéine trés hydrophobe associée a

des microfibrilles (fibrillines). Elasficite aux tissus.

Elastine

Fibronectine, laminine,
thrombospondine, ténascine.

Protéines sur lesquelles sont fixées de

Glycoprotéines courtes chaines glucidiques.

Mise en place de nombreuses
interactions avec les  autres
composants de la MEC : maintien

de la cohésion tissulaire.

Tableau 1 : Les différents composants de 1a MEC.

La MEC est essentielle a I’organisation d’un tissu puisque, outre sa fonction principale
de support structural nécessaire a 1’organisation des tissus, elle constitue le lien entre les
cellules, une plateforme d’échange ainsi qu’un réservoir pour de nombreuses molécules telles
que les facteurs de croissance.

Les composants de la MEC sont trés nombreux et permettent une multitude de
combinaisons d’association différentes. Comme elle doit étre adaptée a la fonctionnalité¢ du
tissu ou de 1’organe, la répartition de ses constituants en sera spécifique. C’est pourquoi elle
peut prendre des formes variables allant de la fibre au gel en passant par des formes plus ou
moins laches et €lastiques. Ainsi les collageénes, une famille d’une trentaine de membres, ont
pour fonction primaire de fournir un support structural a la matrice en lui apportant aussi une
certaine rigidité notamment par sa capacité de liaison avec d’autres constituants de la matrice,
comme d’autres collagénes, des protéoglycanes (perlécane) et des glycoprotéines (nidogene,
ostéonectine). Ces multiples interactions permettent ainsi la formation d’un véritable réseau.
Une autre protéine, 1’¢lastine, fortement exprimée dans les tissus mammaires, pulmonaires et

artériels, apporte quant a elle I’¢lasticité nécessaire au bon fonctionnement de ces tissus.
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Enfin, une plus forte représentation de protéoglycanes (décorine, aggrécane) va favoriser un
relachement de la matrice, notamment grace a leur capacité a retenir I’eau (Jacob 2006).

La capacité des constituants de la matrice a se lier entre eux ou a interagir avec des
facteurs de croissance, des récepteurs ou molécules d’adhérence est régie par la présence de
différents sites de liaison en leur sein. Par exemple, la séquence RGD va permettre
I’interaction avec les intégrines. Cette séquence est retrouvée dans de nombreuses

glycoprotéines comme la fibronectine, la thrombospondine ou encore les ténascines.

La MEC joue également un rdle crucial dans la signalisation associée aux récepteurs
de surface. Par exemple, I’interaction du collagéne de type I avec I’intégrine B1 favorise la
survie des fibroblastes via la voie de signalisation Akt (Nho et al. 2005). De plus, par sa
capacité a lier des facteurs de croissance, la MEC constitue un véritable réservoir de ces
facteurs qui une fois libérés vont pouvoir se fixer sur leur récepteur. C’est par exemple le cas
du VEGF qui est séquestré au sein de la MEC par sa liaison a 1’héparine et qui pourra ensuite
étre libéré grace a I’action protéolytique de la plasmine (Ferrara 2010). De méme la liaison
préalable de certains de ces facteurs a des constituants de la matrice est nécessaire a leur
interaction avec leur récepteur. Ainsi, le FGF, relativement instable dans la MEC sous sa
forme libre, se lie a ’héparine. Cette association a un double effet, elle va pouvoir stabiliser le
facteur de croissance et faciliter sa présentation a son récepteur pour potentialiser ses effets,
notamment sur la croissance cellulaire (Ostrovsky ef al. 2002).

Méme si nous savons que la mise en place d’un phénotype tumoral est liée a de
nombreux dysfonctionnements cellulaires agissant en cascade, il semble de plus en plus
¢vident que la MEC joue un role majeur dans la mise en place de ces processus. En effet,
toutes les altérations spécifiques des cellules cancéreuses peuvent se développer par le biais

de dérégulations touchant les interactions cellule-matrice.

I.B.2. La protéolyse matricielle (MMPs, ADAMs, plasminogéne)

Le maintien de ’intégrité de la MEC, nécessaire a I’homéostasie tissulaire, est assuré
par un équilibre étroit entre synthése et dégradation de 1’ensemble de ses constituants. La
protéolyse de la MEC fait intervenir de trés nombreuses enzymes issues de familles variées ;
les plus étudiées étant le systeme plasmine et les métalloprotéases. La protéolyse

extracellulaire peut moduler les interactions cellule-cellule et cellule-matrice, influengant
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ainsi la prolifération, la survie, la migration et la différenciation cellulaire. Ce processus
intervient a la fois dans des phénomeénes physiologiques comme la réponse inflammatoire ou
la cicatrisation et dans les processus pathologiques comme la tumorigénese. D’ou la nécessité

d’une régulation trés fine de I’activité des différentes protéases qui sont associées a la MEC.

1B.2.a. Leo métalloproléases makricielles (DNNF)

Les MMPs, aussi appelées matrixines, regroupent 24 membres classés en différentes
familles suivant leur spécificité de substrat. Ainsi, nous pouvons citer les collagénases, les
gé€latinases, les stromélysines, les matrilysines, les membranes-type protéases (MT-MMPs,
liées a la membrane plasmique) et un sous groupe regroupant celles n’ayant pu trouver leur

place dans les catégories précédentes (Tabl. 2) (Bourboulia et Stetler-Stevenson 2010).

Famille de MMP Membres

Collagénase MMP1, MMP8, MMP13, MMP18

Gélatinases MMP2, MMP9

Stromélysines MMP3, MMP10, MMP11

Matrylysines MMP7, MMP26
Transmembranaires : MT1-MMP
(MMP14), MT2-MMP (MMP15), MT3-

Membrane-type MMP MMP (MMP16), MT5-MMP (MMP24)
GPI-ancrées : MT4-MMP (MMP17), MT5-
MMP (MMP25)

Autres MMP12, MMP19, MMP20, MMP2I,
MMP23, MMP27, MMP28.

Tableau 2 : Les différentes familles de MMPs.

- 18 -



Sutroduction

1.B.2.a.1. La structure des MMPs

Les MMPs présentent une structure modulaire (Fig. 2) dont la forme minimale est
constituée de 3 modules :

» une séquence signal amino-terminale permettant 1’adressage au réticulum
endoplasmique,

» un propeptide contenant la séquence PRCGXPD et dont le groupement thiol de
la cystéine est nécessaire a l’interaction avec le Zinc du site catalytique
maintenant ainsi la protéase sous sa forme zymogene ou inactive,

» le site catalytique de I’enzyme renfermant la séquence HEXGHXXGXXH qui
permet le maintient d’une molécule de Zinc en son sein (Egeblad et Werb
2002).

A cette structure minimale peuvent se greffer un ou plusieurs modules
supplémentaires parmi lesquels nous pouvons citer le domaine hémopexine (Piccard et al.
2007). Ce domaine joue aussi bien un role dans I’activation des MMPs, notamment dans
I’activation de la MMP13 par des protéases associées a la membrane comme la MT1-MMP
que dans leur inhibition en permettant I’interaction avec leurs inhibiteurs. Le domaine
hémopexine influence également la multimérisation des MMPs, la liaison et le clivage de
substrats, I’attachement de certaines MMPs a la membrane ou encore leur endocytose. Pour ce
dernier mécanisme, il a précédemment ¢été¢ décrit que 1’endocytose de la MT1-MMP était
régulée par I’association de son domaine hémopexine avec la tétraspanine (CD63) (Takino et
al. 2003), la protéase étant par la suite soit recyclée au front de migration, soit dégradée.

D’autres modules existent comme des séquences semblables aux répétitions de type II
de la fibronectine liant le collageéne, le domaine de reconnaissance par la furine, un domaine
transmembranaire ou un domaine d’ancrage par le glycosylphosphatidylinositol (GPI) qui

permettent le maintien des MT-MMPs a la membrane plasmique des cellules.
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Figure 2 : La structure protéique des MMPs. (Egeblad et al. 2002, Visse et
al. 2003)

Les MMPS sont des protéines modulaires pouvant contenir une sequence signal (Pre),
un propeptide (Pro), un domaine catalytique avec un site de liaison du zinc (Zn), un
domaine hémopexine relié au domaine catalytique par une charniére (H), les premiéres
et quatriemes répétitions du domaine hémopexine étant liées par un pont dissulfure
(S=S), un domaine de liaison au collagene similaire aux répétition de type II de la
fibronectine (Fi), un site de reconnaissance a la furine (Fu), un site ressemblant a la
vitronectine (Vn), un domaine transmembranaire (TM), une queue cytoplasmique
(Cy), un ancrage de type GPI (GPI), un signal d’ancrage a la membrane N-terminal
(SA), une région cystéine (CA) et un domaine de type immunoglobuline (Ig-like).

1.B.2.a.2. La régulation des MMPs

Les MMPs sont étroitement régulées et ce a plusieurs niveaux. Méme si elles peuvent
étre régulées au niveau transcriptionnel, le principal mode de régulation concerne ’activation
de la forme zymogéne (proMMP) en forme active. Ce mécanisme nécessite la protéolyse du

prodomaine de I’enzyme qui se dissocie ainsi du domaine catalytique. Ce processus implique
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différentes protéases comme la plasmine ou d’autres MMPs. Il a par exemple été démontré
que la proMMP2 interagissait avec son inhibiteur spécifique, le TIMP2, et que ce complexe
moléculaire pouvait se fixer au niveau membranaire a la MT1-MMP. Une autre MT1-MMP
située a proximité, peut alors cliver le prodomaine de la MMP2 conduisant ainsi a son
activation (Piccard et al. 2007).

De plus, les MMPs posseédent des inhibiteurs naturels, les TIMPs qui sont au nombre
de quatre (TIMP1 a 4). Ces petites glycoprotéines d’environ 21 kDa sont capables d’interagir
avec le domaine hémopexine des MMPs via leur domaine C-terminal, leur partie N-terminale
possédant diverses fonctions biologiques agissant entre autre sur la prolifération cellulaire et
I’apoptose (Cruz-Munoz et Khokha 2008). Toutefois, la fonction des TIMPs, notamment dans
les processus pathologiques, reste assez controversée puisque ces inhibiteurs sont impliqués a
la fois dans I’activation et I’inhibition des MMPs (Baker et al. 2002). Enfin, le dernier
mécanisme moléculaire intervenant dans le contrdle des MMPs est I’endocytose qui aboutit
au catabolisme intracellulaire de ces enzymes. Ce mécanisme faisant intervenir le récepteur
d’endocytose LRP1 (low-density lipoprotein receptor-related protein-1) sera évoqué dans un

prochain chapitre (Cf. I1.D.).

1.B.2.a.3. Les fonctions associées aux MMPs

Comme il a été précisé précédemment, les MMPs sont nécessaires pour bon nombre
de processus physiologiques (embryogenése, cicatrisation, etc). Au niveau pathologique, et
plus particulierement en ce qui concerne les processus de cancérisation, il a été de nombreuses
fois démontré qu’une forte activité des MMPs était corrélée avec un mauvais diagnostic pour
les patients (Rydova et al. 2008). En effet, les MMPs peuvent influencer tous les processus
caractérisants une cellule tumorale (Egeblad et Werb 2002) (Fig. 3). Tout d’abord, les MMPs
peuvent agir sur la croissance cellulaire par différents mécanismes : en libérant des facteurs de
croissance séquestrés dans la matrice (IGF, TGF-a) et/ou en modifiant la nature de la matrice,
perturbant ainsi les signaux transmis entre autre par les intégrines. Les MMPs agissent
¢galement de maniere positive et/ou négative sur I’apoptose notamment en modulant la
libération de facteurs pro- ou anti-apoptotiques (Fas Ligand, HB-EGF, heparin-binding EGF)
ou par clivage de protéines membranaires comme le Fas ligand ou les VE-cadhérines

(vascular endothelial cadherin). 1’angiogenese est aussi modulée par les MMPs puisque,
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outre leur rdle dans la dégradation de la matrice facilitant la migration des cellules
endothéliales, elles peuvent également libérer des facteurs pro- ou anti-angiogéniques
contenus dans la matrice extracellulaire comme le facteur de croissance VEGF (pro-
angiogénique) ou encore des fragments obtenus apreés clivage de composants de la MEC
comme |’angiostatine ou les peptides d’élastine (respectivement anti- et pro-angiogéniques).
Enfin, les MMPs jouent un rdle prépondérant dans 1’invasion tissulaire et le développement
de métastases par dégradation des composants de la MEC. Ainsi, ces enzymes facilitent la
migration des cellules tumorales et leur permettent de se détacher du groupe cellulaire
d’origine. Le clivage protéolytique MMP dépendant de la E-cadhérine, une protéine
intervenant dans la liaison cellule-cellule, en est le parfait exemple. De plus, il a été décrit que
durant I’invasion tumorale, certaines MMPs (MMP2, 9, 14) ¢étaient spécifiquement localisées
a la surface cellulaire au niveau des protusions membranaires, aussi appelées invadopodia

(Motoharu 2003).
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Figure 3 : Dualité de la fonction des MMPs dans la progression tumorale. (Egeblad
et al. 2002)

a | Les MMPs favorisent la croissance des cellules tumorales en libérant I'IGF, en clivant les
précurseurs membranaires de facteurs de croissance (TGF-a) et en régulant la MEC, modifiant
ainsi les interactions MEC-intégrines. Les MMPs peuvent inhiber la croissance des cellules
tumorales en libérant le TGF-B. b | Les MMPs favorisent la survie des cellules cancéreuses en
libérant I'IGF et en clivant le Fas ligand (FASL), un ligand du récepteur de mort Fas. Elles
permettent aussi indirectement |'apoptose en changeant la composition de la MEC. ¢ | Les MMPs
encouragent l'angiogenése en augmentant la biodisponibilité du VEGF, du FGF-2, et du TGF-B,
des facteurs stimulant la proliferation et la migration des cellules endothéliales. De plus, les
MMPs améliorent l'invasion des cellules endotheliales en clivant les composants de la MEC
(collagéne-I, -1V et fibrine). Les MMPs jouent un rble anti-angiogénique a travers le clivage du
plasminogéne et du collagene-XVIII, d’ou résultent l'angiostatine et I|'endostatine. Elles
participeraient aussi a la génération de la tumstatine. Le clivage de I'UPAR des cellules
endothéliales inhiberait I'angiogenése. d | Les MMPs régulent l'invasion en dégradant les
composants de la MEC (laminine 5), mais aussi en clivant des molécules d’adhérence (CD44 et
E-cadherine). Elles inhiberaient toutefois l'invasion en clivant des chémokines (CXCL12) pro-
invasives. e | Les MMPs favorisent la TEM en clivant I'E-cadhérine et en libérant le TGF-B. Elles
participent aussi a la differentiation probablement en modifiant la composition de la MEC. f | Les
cellules inflammatoires fournissent certaines MMPs impliquées dans la progression tumorale,
mais elles peuvent aussi inhiber la réaction immune dirigée contre les cellules cancéreuses. Elles
clivent le récepteur de l'interleukine-2 des lymphocytes T, inhibant aussi leur prolifération. Elles
clivent l'inhibiteur de la protéase al, provoquant une diminution de la sensibilité des cellules
tumorales aux cellules tueuses. Enfin elles dégradent de nombreuses chémokines résultant en
une diminution de l'attraction des leucocytes
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1B.2.b. Leo dininteqrin melalloprotsases : @DENo

Les ADAMs ou A Disintegrin And Metalloproteinases, forment la famille des
reprolysines, elles appartiennent a la méme super-famille que les MMPs (les metzincines) et
partagent donc avec elles la particularité d’avoir un ion Zinc en leur site catalytique. Aux 25
ADAMs exprimées chez I’Homme, nous pouvons associer 19 ADAMTSs qui posseédent en
plus un domaine thrombospondine et sont sécrétées dans la MEC (Paulissen et al. 2009; Apte
2009). Nombre de ces protéases ont ¢té décrites comme modulant I’activité des cytokines et
de facteurs de croissance ainsi que leur récepteur mais également des molécules d’adhérence.
Les ADAMs sont aussi bien impliquées dans des processus physiologiques comme la
fertilisation ou le développement, qu’associées a des pathologies comme 1’inflammation, le
cancer ou encore la maladie d’Alzheimer. Plus d’une vingtaine d’ADAMs ont été décrites

mais seules 13 d’entre elles ont conservé un domaine catalytique fonctionnel (Murphy 2008).

1.B.2.b.1. La structure des ADAMSs

Les ADAMs sont également des protéines modulaires comportant un propeptide
permettant 1’initiation du repliement de la protéine, suivi du domaine catalytique. Viennent
ensuite trois types de domaines : le domaine disintegrine, une région riche en ponts disulfures
et souvent un domaine de répétition EGF-/ike. Enfin, les ADAMs posseédent un domaine
transmembranaire et une queue cytoplasmique (Fig. 4). Des études utilisant des chiméres de
ces différents domaines, tendent a montrer que les régions extracellulaires non catalytiques

conferent la spécificité de substrat aux protéases (Murphy 2008).
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Figure 4 : La structure protéique des ADAMs. (Murphy 2008)

La structure protéique des ADAMs est définie par un large propeptide amino-terminal
(PRO) ayant un role dans le repliement protéique et dans le maintien inactif du
domaine catalytique durant le traffic intracellulaire, un domaine catalytique de type
métalloprotéase (MP), un domaine disintegrine (DIS), une région riche en cystéine
(CR) contenant souvent des répétitions de type EGF (EGF). Il s'avére que les régions
CR et EGF puissent former une région hypervariable (HVR) importante dans
I'interaction avec d’‘autres molécules et notamment des ligands. Ces domaines
constituent |’ectcodomaine des ADAMs et est complété par un domaine
transmembranaire (TM) et une queue cytoplasmique (CD).

1.B.2.b.2. L.a régulation des ADAMs

Les ADAMs posseédent différents niveaux de régulation. Tout d’abord, une régulation
transcriptionnelle. En effet dans divers processus pathologiques, une surexpression génique et
protéique de certaines ADAMSs a pu étre observé. Par exemple, dans le neuroblastome, 1’IL-
1B (interleukine-1P) augmente 1’expression de ’ARNm de ’ADAMI17. Les ADAMs sont
¢galement régulées au niveau post-traductionnel puisqu’elles posseédent un prodomaine qui
une fois clivé remplit le double role de protéine chaperonne et d’inhibiteur dans la voie de
maturation et d’excrétion. Un autre critére de régulation majeur semble étre la localisation
membranaire des ADAMs. Ainsi, la forme mature de ’ADAMI17 a été décrite dans de
nombreuses lignées cellulaires comme étant préférentiellement présente dans les radeaux
lipidiques. La déplétion en cholestérol, éliminant ces microdomaines membranaires, modifie

la répartition membranaire des protéases et augmente le clivage des substrats des ADAMs.
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Des preuves s’accumulent également pour montrer que les ADAMs sont capables de moduler
et d’étre modulées par différentes voies de signalisation (Murphy 2009). En effet, le domaine
cytoplasmique des ADAMSs possede de potentiels domaines SH3 (proline-rich Src homology
3) ainsi que des domaines de phosphorylation sur tyrosine et sérine/théonine. Les ADAMs
sont aussi régulées par des protéines modulatrices permettant de rapprocher les ADAMs de
leur substrat. Il a par exemple été décrit que la liaison de la tétraspanine a ’HB-EGF était
essentielle a la transactivation de ’EGF par ’ADAMI10 (Yan et al. 2002). Enfin, les ADAMs
partagent avec les MMPs des inhibiteurs endogénes, les TIMPs, chaque TIMP ayant une
spécificité pour un certain nombre d’ADAMs (Tabl. 3).

TIMP1 ADAMIO

TIMP2 | ADAMs 12 et 33

TIMP3 | ADAMs 10, 12, 17,28 et 33
TIMP4 | ADAMs 28 et 33

Tableau 3 : Spécificité des TIMPs vis-a-vis des ADAMS.

1.B.2.b.3. Les fonctions associées aux ADAMs

Les ADAMs sont principalement décrites pour leur capacité a agir comme une
sheddase. Cette activité protéolytique consiste a cliver 1’ectodomaine de protéines
transmembranaires libérant ainsi ce domaine dans le milieu extracellulaire. Dans le cas des
ADAMs, les principales cibles sont les cytokines, les chemokines et facteurs de croissance
(TNFa, CX;5CL;, EGF) produits sous une forme liée a la membrane et nécessitant un clivage
pour étre libérés et actifs. Ceci implique les ADAMs dans la régulation autocrine et paracrine
de certains mécanismes cellulaires. Les récepteurs de ces molécules comme ErbB-1 (ou HER
1, pour EGF Receptor B), ainsi que certains récepteurs d’adhérence, comme CD44 ou
certaines cadhérines, sont également touchés. De plus, en clivant 1’ectodomaine de certains
récepteurs, les ADAMs peuvent initier le phénoméne de RIPping (Regulated intramembrane
Proteolysis) qui consiste, aprés libération de 1’ectodomaine par une sheddase, au clivage du

domaine intracellulaire de cette méme protéine par une vy-sécrétase. Le domaine
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cytoplasmique ainsi libéré peut alors étre transloqué dans le compartiment nucléaire de la

cellule et agir comme un modulateur transcriptionnel (Murphy 2008).

1.B.2.c. Sa cascade &LP&W

Un autre composant prépondérant de la protéolyse matricielle est la cascade du
plasminogene. Cette cascade fait intervenir différents acteurs comme les activateurs du
plasminogene, leurs inhibiteurs et leur récepteur et aboutit a la conversion du plasminogene
en plasmine, une sérine protéase. La plasmine joue un rdle important puisqu’elle peut cliver
des protéines matricielles, activer des protéases et libérer des facteurs de croissance séquestrés
dans la matrice. Ainsi elle intervient a la fois dans des phénoménes physiologiques comme la
cicatrisation et dans des phénomeénes pathologiques comme le cancer (Myohinen et Vaheri
2004).

Tout d’abord, le plasminogéne, synthétisé principalement par le foie, est retrouvé sous
forme inactive dans la circulation sanguine. Cette glycoprotéine de 92 kDa est clivée par les
activateurs du plasminogene. Les deux chaines qui résultent de ce clivage sont liées par un
pont disulfure et 1’activité sérine protéase est localisée dans la partie C-terminale. Cette forme
biologiquement active constitue la plasmine.

Deux activateurs du plasminogéne existent : le tissue Plasminogen Activator (tPA) et
I'urokinase Plasminogen Activator (uPA). Si I’expression du tPA est plutdt spécifique des
cellules endothéliales, des kératinocytes, des mélanocytes et des neurones, celle de I'uPA est
plus ubiquitaire. D’une manicre globale, ces deux protéines sont trés souvent surexprimeées
dans différents types de cancer. Le tPA et 'uPA sont des glycoprotéines respectivement de 70
et 53 kDa, synthétisées sur la forme d’une seule chaine qui sera clivée par différentes
protéases pour former deux chaines liées par un pont disulfure.

Concretement, les activateurs du plasminogéne vont €tre activés protéolytiquement et
vont a leur tour cliver le plasminogeéne en enzyme active, la plasmine (Fig. 5). Comme toutes
les voies de protéolyse, la voie du plasminogeéne est extrémement et finement régulée. Deux
inhibiteurs naturels existent, PAI-1 et -2 (Plasminogen Activator Inhibitor);  ces
glycoprotéines appartenant a la famille des serpines et peuvent se fixer sur les formes actives
et inactives des activateurs du plasminogeéne. Un autre systtme de régulation concerne

I’endocytose des activateurs du plasminogene. Cette voie fait intervenir le récepteur a 'uPA
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(uPAR) une glycoprotéine GPI-ancrée de 55 kDa, ainsi que le récepteur LRP1. L’uPA 1ié a
son inhibiteur PAI-1 vient se fixer sur I’'uPAR ; ce complexe tripartite peut interagir avec
LRP1 et subir une endocytose. LRP1 et uPAR seront recyclés a la membrane plasmique et le
complexe uPA/PAI-1 sera dégradé via la voie lysosomale. L’endocytose de tPA associé a son

inhibiteur PAI-1 se déroule de maniére identique dans les cellules hépatiques (Nykjaer et al.
1992).

Plasmin
Other proteinases
(kallikrein, trypsin)

Autocatalysis

PAI-1, PAI-2 I/l PAI-1, PA-2, ;M

—‘—"SG-LIPA, sctPA tc-uPA, tc-tPA 4—}7

asAP, oz M
Plasminogen Plasmin d—l—
fibrin fibrin fragments
ECM proteins ECM-protein fragments
pro MMPs active MMPs
latent growth factors active growth factors
pro-hormones, cytokines active hormones, cytokines

Figure § : La cascade protéolytique du plasminogéne. (Myohinen et Vaheri
2004)

I.C. LE MECANISME DE LA MIGRATION

La migration des cellules est un processus essentiel tout au long de la vie, de
I’embryogeneése a la réponse immune en passant par la cicatrisation. Ce mécanisme
étroitement régulé peut toutefois étre altéré et aboutir ou contribuer a des pathologies telles
que des maladies inflammatoires chroniques ou la dissémination des cellules tumorales
conduisant a la formation de métastases; d’ou I’intérét toujours aussi important des

scientifiques pour la compréhension de ce mécanisme complexe (Horwitz et Webb 2003).
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I.C.1. Les étapes de la migration

La migration des cellules est initiée par des stimuli externes qui conduisent a la
polarisation de la cellule. Celle-ci va former des protrusions, appelées pseudopodes,
lamellipodes, filopodes ou encore invadopodes, dans la direction de son déplacement. La
formation de ces protrusions se fait sous 1’action de la polymérisation de 1’actine et de son
assemblage en filaments. Au front de migration, les pseudopodes vont "sonder" la MEC et
initier la liaison de molécules d’adhérence avec le substrat; ce processus implique
principalement les intégrines ainsi que d’autres récepteurs d’adhérence tel que CD44. La
liaison des intégrines avec leur substrat va induire leur couplage avec le cytosquelette d’actine
ainsi que leur regroupement en structures qui correspondent a des plaques d’adhérence
focales. De plus la concentration des intégrines et récepteurs d’adhérence au front de
migration va conduire au recrutement de protéases matricielles telles que la MT1-MMP ou la
MMP2. Ce phénomene va permettre une dégradation de la matrice au front de migration

facilitant ainsi le passage des cellules (Friedl et Wolf 2003) (Fig. 6).

Au niveau intracellulaire, la polymérisation de 1’actine aboutit a la formation de fibres
de stress qui grace a divers intermédiaires protéiques, comme la myosinell, vont permettre la
contraction du corps cellulaire nécessaire a son déplacement. L’assemblage et la contraction
des fibres de stress sont dirigés par certaines voies de signalisation intracellulaires impliquant
de petites protéines G telles que RhoA, Racl et cdcd42 (cell division control protein 42)
(Huveneers et Danen 2009). A 1’arriere de la cellule, la rupture des adhérences est requise
pour la migration. En effet, une augmentation de la force d’adhérence ou une diminution du
détachement limite/empéche une migration optimale des cellules. C’est pourquoi la vitesse de
migration est en partie définie par la cinétique d’adhérence et de détachement de la cellule a la

MEC.
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Figure 6 : Représentation schématique des différentes
étapes de la migration. (Friedl et Wolf 2003)

1: Formation de protusions au front de migration. Les filaments
d’actine en croissance se connectent a des protéines
adaptatrices et poussent la membrane vers |'extérieur de la
cellule. Les Phosphoinositides (PIPs) lient et activent les
guanine-nucleotide exchange factors (GEFs) qui régulent
I'activité des petites GTPases (RAC, CDC42 et Rho). 2:
Interaction cellule-matrice et formation de contacts focaux. Les
intégrines viennent au contact de la MEC et se regroupent a la
surface des cellules. Elles recrutent ensuite des protéines
adaptatrices et de signalisation induisant ainsi |’émission de
signaux dans la cellule. Elles interagissent directement avec l'a-
actinine, la taline et la focal adhesion kinase (FAK). Ces
protéines peuvent recruter des protéines adaptatrices liant
I'actine (vinculine, paxilline) aussi bien que des molécules
régulatrices (PI3K et GTPases de la famille Rho). 3: Recrutement
de protéases a la surface des cellules et protéolyse focalisée. Les
protéases deviennent concentrées a proximité des sites de
liaison au substrat et clivent les composants de la MEC
(collagéne, fibronectine et laminines) et des proMMPs pour les
activer (MMP2). 4: Contraction des cellules par I'actomyosine. La
myosinell lie les filaments d’actine (ensuite appelés
actomyosine) et génére leur contraction. Les Ca’*- et
calmodulin-dependent myosin light-chain kinases (MLCK)
phosphorylent le MLC, qui active la myosinell. Rho régule la
contraction de l'actomyosine principalement par ROCK. 5:
Détachement de la queue de rétractation. Le désassemblage des
contacts focaux a lieu a travers différents mécanismes. La
gelsoline et la cofiline capent les filaments d’actine et causent
leur rupture. Les calpaines clivent les composants des contacts
focaux (taline). Ceux-ci sont affaiblis par le clivage
protéolytique des récepteurs d’'adhérence par les sheddases.
Aprées le désassemblage des contacts focaux, les intégrines se
détachent de leur substrat et sont internalisées pour étre
recyclées au front de migration.
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I.C.2. o@ma%wwm modes wuﬂ/m/bmm et Lewro transitions

Différents modes migratoires existent, la migration mésenchymateuse et amiboide. La
premicre correspond au mode migratoire décrit ci-dessus, il est sous I’influence étroite des
intégrines, des protéases (MMPs, uPA) et de la signalisation transduite par les GTPases
(guanosine triphosphate hydrolases) de type Rho et MLCK (Myosin-Light Chain Kinase). La
seconde se caractérise par une extraordinaire déformabilité des cellules qui vont se "faufiler"
dans le maillage constitué par la MEC. Ce type de migration est indépendant des intégrines et
des protéases matricielles, ce qui en fait une échappatoire a certains traitements anti-
cancéreux (Friedl et Wolf 2003).

Il est également important de noter que les cellules peuvent migrer seules,
indépendamment des autres, en chaine, ce qui est par exemple le cas des cellules endothéliales
lors de la formation de nouveaux vaisseaux, ou encore en groupe. Dans ce dernier cas, les
cellules d’un méme amas migrant peuvent présenter des caractéristiques différentes, celles
situées au front de migration générant I’élan migratoire par leurs pseudopodes ou
lamellipodes, les autres montrant un comportement plus passif.

Au cours de leur existence, les cellules peuvent subir des transitions dans leur
phénotype migratoire (Fig. 7). Ainsi sont reconnues la transition épithélio-mésenchymateuse
(TEM) et la transition mésenchymal-amiboide (TMA). La TEM se caractérise par la perte de
polarité¢ cellulaire, la déstabilisation des jonctions cellule-cellule, le remodelage des
composants du cytosquelette, I’apparition d’une motilit¢ cellulaire et la suppression de
I’apoptose. Cette transition peut étre déclenchée entre autre par des récepteurs aux facteurs de
croissance (EGF, FGF, PDGF : Platelet-Derived Growth Factor) et les intégrines et font
intervenir différentes voies de signalisation comme la voie Akt ou celles dépendantes des
Rho-GTPases (Savagner 2010). Dans la TMA, on peut remarquer des modifications de la
morphologie cellulaire, des altérations dans la distribution des intégrines et dans
I’organisation du cytosquelette d’actine. Cette transition peut étre déclenchée par I’inhibition
de T’activit¢ des protéases matricielles, 1’affaiblissement des liaisons avec la MEC et
I’inhibition de la voie Rho. Ce mode de transition est particulierement redouté dans la lutte
contre le cancer puisqu’il constitue un mode potentiel de résistance aux médicaments et

d’échappement aux traitements chimiothérapeutiques (Friedl et Wolf 2003).
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Figue 7 : Les différents modes de migration et leurs transitions. (Friedl et
Wolf 2003)

Dans la tumeur, les cellules individualisées, qui ont perdu leurs interactions cellule-cellule
parfois due a l'inhibition de la fonction des cadhérines, peuvent se détacher et utiliser les
protéases et les intégrines pour développer une TEM. Quand les protéases comme les
MMPs ou les sérine protéases sont bloquées dans les cellules subissant la migration
mésenchymateuse, celles-ci peuvent s'adapter en employant la TMA. Cette migration
amoboide de cellules isolées peut aussi résulter de déreglements dans la fonction de
I'intégrine B1. Toutes ces transitions peuvent étre induites par des traitements
initialement destinés a inhiber la migration des cellules cancéreuses (antagonistes de
récepteurs d’adhérence, inhibiteurs de protéases); mais elles peuvent également avoir
lieu spontanément durant la progression tumorale.

I.C.3. Les récepteurs d'adhérence

1.C.3.a. Leo inléqpines

Les intégrines constituent une superfamille de récepteurs d’adhérence qui lient les
molécules de la MEC, des ligands situés a la surface des cellules ou encore des molécules
solubles (Barczyk et al. 2010). Ce sont des hétérodimeres transmembranaires formés d’une
sous-unité a et d’une sous-unité B. A I’heure actuelle, chez I’humain, on ne dénombre pas
moins de 18 sous-unités o et 8 P capables de former 24 hétérodimeres différents. La
répartition de ces hétérodimeres varie selon les types cellulaires et leur affinité dépend des
sous-unités qui les composent (Fig. 8). Si la spécificité de substrat est davantage dirigée par la

sous-unité a, la sous-unité  contrdle quant a elle la connexion avec le cytosquelette et la
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signalisation associée. La reconnaissance des ligands est permise par des séquences

consensus.
Trois d’entre elles sont connues :
@ La séquence RGD présente par exemple sur la fibronectine, la vitronectine et le
fibrinogene,
@ la séquence GFOGER, portée majoritairement par les collagénes,
@ Ja séquence LDV permettant la reconnaissance des ICAM (Intracellular Cell

Adhesion Molecule) et VCAM (Vascular Cell Adhesion Molecule).

Collagen receptors
{GFOGER)

Laminin receptors

Figure 8 : Les différentes familles d’intégrines. (Barczyk et al. 2010)
Les intégrines sont constituées d’hétérodimeéres composés d’'une unité a et d’'une unité B.
Ces hétérodimeéres peuvent étre classés en 4 familles suivant le type de ligand reconnu :

les récepteurs au collagene, ceux spécifiques de la séquence RGD, des laminines ou
encore les récepteurs spécifiques des leucocytes.

Toutefois, pour €tre fonctionnels, les diméres d’intégrines doivent étre activés sans
quoi leur affinité pour leur ligand reste tres faible (Takada et al. 2007). Cette activation a lieu
au niveau intracellulaire et constitue la signalisation inside-out des intégrines. Lorsqu’elles
sont inactives, le domaine extracellulaire des intégrines est replié¢ sur lui-méme et le domaine
de liaison aux ligands n’est pas accessible. L’intégrine peut étre activée par phosphorylation

par un récepteur couplé aux protéines G (RCPG) ou encore par son association avec la taline
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(Ginsberg et al. 2005). Ces modifications vont provoquer des changements conformationnels
des intégrines aboutissant a leur dépliement, a la découverte de leur site de liaison et ainsi a
leur activation.

Le role fondamental des intégrines est de réaliser un lien moléculaire entre le substrat
et le cytosquelette d’actine (Fig. 9). Ces interactions induiront a la fois leur regroupement et
leur concentration a la membrane plasmique mais également le recrutement de nombreuses
protéines adaptatrices (comme la paxilline, la taline ou encore I’a-actinine), de molécules de
signalisation comme la FAK (Focal Adhesion Kinase), Src ou encore de petites protéines G
telles que Ras et Rho. Les signaux intracellulaires induits par les intégrines constituent la

signalisation outside-in.

Figure 9 : Le lien entre les intégrines et le cytosquelette d’actine. (Vicente
et al. 2009)

Les intégrines peuvent se lier directement a la taline. Celle-ci peut directement se fixer
au cytosquelette d’actine ou a d’autres composants comme la vinculine. La vinculine
peut également se lier a I'actine aussi bien qu’a I'a-actinine. Ces deux protéines sont
ancrées a la membrane plasmique et leur activité est modulée par des interactions
avec le phosphatidylinositol (4,5)-bisphosphate (PIP2). Enfin, la vinculine et FAK
peuvent se fixer au nucléateur d’actine, Arp2/3.
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1.c.3.b. CD44

1.C.3.b.1. Structure d’une glycoprotéine possédant de multiples variants

CD44 est le principal récepteur de 1’acide hyaluronique (AH). Cette glycoprotéine
transmembranaire de type I est exprimée par un seul géne mais présente de nombreuses
formes issues d’un épissage alternatif. En effet, la particularit¢ du géne de CD44 est de
contenir 20 exons que 1’on peut diviser en deux groupes (Fig. 10). Les exons 1-5 et 16-20
codent pour la forme ubiquitaire de CD44, c’est la forme dite standard ou encore CD44s. Les
exons 6-15 aussi appelés v1-v10 subissent un épissage alternatif. Il est estimé qu’en théorie, le

gene de CD44 peut générer jusqu’a plus de 1000 variants (CD44v) (Goodison et al. 1999).

Standard exons

Variant exons

Figure 10 : La structure du géne de CD44. (Goodison et al. 1999)

Le géne de CD44 est composé de 20 exons dont 10 exons constitutifs, dits standards
(1-5 et 16-20) et 10 exons variants (6-15). Les formes variantes de CD44 peuvent
contenir un ou blusieurs exons variants.

Au niveau protéique, CD44 comporte trois domaines principaux (Fig. 11).
L’ectodomaine N-terminal liant 1’acide hyaluronique constitue le premier. Ce domaine tri-
globulaire contient des sites de reconnaissance pour des molécules de la matrice
extracellulaire et est capable, in vitro, de se lier a I’acide hyaluronique, au collagéne, a la
laminine et a la fibronectine. Ensuite, vient le domaine dit "souche" situé entre le domaine
globulaire et le domaine transmembranaire. Ce domaine assez court (46 acides aminés) pour
la forme standard de CD44 voit sa taille augmentée par 1’insertion de régions variantes. Ce

domaine contient notamment un site de clivage potentiel pour des sheddases. Enfin, CD44
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comporte un domaine transmembranaire hautement conservé et une queue cytoplasmique. Le
domaine transmembranaire possede une cystéine conservée permettant, par formation de pont
disulfure, la multimérisation du récepteur. Le domaine intracellulaire est quant a lui important
pour la localisation cellulaire de CD44. 1l possede €¢galement la capacité de lier des protéines
membres de la de la famille de la bande 4.1 et en particulier les protéines de la famille ERM
(Ezrin, Radixin, Moesin). Cette interaction est possible grace a un motif riche en acides
aminés basiques et permet la connexion de CD44 avec le cytosquelette d’actine ainsi que

d’autres protéines qui y sont associées (Ponta et al. 2003).

Hyaluronic acid "

hinding domain

Extracellular

Variant region

Alternative
splicing site

Plasma membrane

Bissssssnsansunion iusussnsansnssni iNosnnNy

Cytoplasm
Ankyrin Ankyrin

Standard isoform Variant isoforms
(CD44ds) {CD4dvw)

Figure 11 : La structure protéique de CD44. (Goodison et al. 1999)

La structure de CD44 est composée d'une extrémité N-terminale globulaire permettant la
liaison de l'acide hyaluronique, suivi d’un domaine extracellulaire pouvant contenir une
région variante. Le récepteur est ancré a la membrane plasmique par un domaine
transmembranaire hautement conservé et possedent une extrémité cytoplasmique (CD44-
ICD) capable d’interagir avec des protéines de type ankyrines ou de la famille ERM.
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1.C.2.b.2. Modifications post-traductionnelles

Outre le fait qu’il existe différents variants de CD44, ce récepteur subit de nombreuses
modifications post-traductionnelles. En effet, la masse moléculaire théorique du CD44s est de
37 kDa; or celle-ci est estimée a 85 kDa pour la forme standard par analyse en gel
d’¢lectrophorese. Cette différence peut s’expliquer par les nombreuses glycosylations que
peut subir le récepteur. Il a été dénombré au moins 5 séquences consensus de N-
glycosylations et 2 sites d’attachement a la chondroitine sulfate dans la séquence codée par
I’exon 5, ainsi que plusieurs sites potentiels de O-glycosylations et d’attachement pour
I’héparane sulfate et la kératine sulfate (Goodison et al. 1999). En plus d’affecter la masse
moléculaire du récepteur, ces multiples glycosylations peuvent modifier I’affinit¢ de CD44

pour ses ligands et ainsi altérer ses fonctions.

L’ectodomaine de CD44 n’est pas le seul a subir des modifications post-
traductionnelles. Son domaine intracellulaire posséde deux cystéines conservées qui peuvent
étre le siege de palmitoylation (Isacke 2004). Il semble que I’acylation de CD44 influe sur son
association avec ses partenaires intracellulaires et puisse modifier sa répartition au niveau
surfacique, notamment par rapport aux microdomaines membranaires comme les radeaux
lipidiques. De plus, le domaine cytoplasmique de CD44 contient cinq sérines conservées et
potentiellement phosphorylables. Dans les cellules en culture (entre autre dans les cellules
COS-1 et les cellules de mélanome RPM-MC), la Ser 325 est constitutivement phosphorylée.
Cette phosphorylation, en partie régulée par la CaMII (Ca’*/calmodulin dependent kinase II),
semble modifier la capacité¢ de migration de CD44 sur acide hyaluronique. Il semble de plus
en plus évident que la phosphorylation des sérines de CD44 soit sous le controle de PKC
(Protein Kinase C) et PKA (Protein Kinase AMPc-dependent) et qu’elle modifie
significativement les fonctions de CD44 en modulant son interaction avec les protéines ERM

(Isacke 2004).
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1.C.2.b.3. Ligands et fonction

CD44 est le principal récepteur de 1’acide hyaluronique. L’acide hyaluronique est un
glycosaminoglycane linéaire de haut poids moléculaire largement répandu dans 1I’organisme.
La liaison entre 1’acide hyaluronique et CD44 est permise par 1’extrémité globulaire N-
terminale du récepteur. Sur cette région, se trouvent trois motifs de liaison a 1’acide
hyaluronique, composés de deux acides aminés basiques (arginine ou lysine) s€parés par sept
acides aminés non acides (BX7B) (Borland et al. 1998). Toutefois, il est clairement établi que
I’expression de CD44 n’est pas corrélée a la liaison de 1’acide hyaluronique. Deux principaux
mécanismes régulent 1’affinité de CD44 pour son ligand. D’une part son taux de glycosylation
modifie son affinit¢ avec 1’acide hyaluronique puisque I’inhibition de la N-glycosylation de la
partie globulaire du récepteur augmente la liaison de I’acide hyaluronique. D’autre part, il a
été¢ montré que le domaine cytoplasmique de CD44 était nécessaire a la liaison de son ligand
(Jiang et al. 2002). De plus, il semble que la multimérisation de CD44 favorise son interaction

avec I’acide hyaluronique.

En outre, si ’acide hyaluronique est le principal ligand de CD44, le récepteur est
capable de lier d’autres composants de la matrice extracellulaire comme 1’ostéopontine ou
encore le collagéne, la fibronectine, la laminine et la serglycine par I’intermédiaire de
polysaccharides de type chondroitines (Goodison et al. 1999). Toutefois, si aucune donnée
précise n’existe a ce sujet, il semble que ['utilisation d’anticorps activant CD44 n’influence

pas I’adhérence des cellules de mélanome sur gélatine (Takahashi et al. 1999).

Les fonctions principales de CD44 sont associées a I’adhérence et la migration
cellulaire. Grace a la liaison de molécules matricielles, CD44 est impliqué dans le maintien de
la structure tridimensionnelle des tissus. Il joue également un réle important dans la fonction
des lymphocytes en permettant leur adhérence aux cellules endothéliales vasculaires et
I’extravasation. D’ailleurs, une augmentation du niveau d’expression de CD44 est observée
dans les cellules T activées. L’adhérence et la migration étant deux mécanismes clés de la
tumorigenese, CD44 est aussi un des acteurs majeurs de I’invasion tumorale et de la formation
de métastases ou il semble surtout avoir un role délétére lorsqu’un changement s’opere dans
son expression. L’apparition de formes variantes de CD44 favorise souvent le caractére

agressif des cellules malignes. De méme, des modifications dans le nombre de glycosylations
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ou d’ajout de glycosaminoglycanes (GAG) peuvent influer sur les propriétés métastatiques

des tumeurs (Borland ez al. 1998).

En plus CD44 est également capable de réaliser I’endocytose de I’acide hyaluronique
qui sera suivie par sa dégradation au niveau cellulaire (Culty et al. 1992). Méme si toute la
lumiére n’a pas été faite sur ce mécanisme, il semble que I’endocytose de 1’acide
hyaluronique par CD44 n’empreinte ni la voie des vésicules tapissées de clathrine, ni celle des
cavéoles et que si I’acide hyaluronique est dégradé par les lysosomes, le récepteur CD44 est
quant a lui recyclé a la membrane (Culty ef al. 1992; Tammi et al. 2001). Cette fonction de
CD44 pourrait présenter un role important lors de la morphogeneése tissulaire et la migration

cellulaire.

CD44 est également capable de s’associer avec des enzymes au niveau membranaire.
Par exemple, il peut se lier a la MMP9, favorisant ainsi la dégradation du collagéne-IV et
I’invasion tumorale. Cette association peut également permettre la conversion du TGF- en

forme active, influant ainsi notamment la survie cellulaire.

Enfin, une autre fonction émergente de CD44 est sa capacité a se comporter comme un
co-récepteur, ce qui est par exemple le cas avec les récepteurs Met, ErbB et TGF-BR. Ce
mécanisme pourrait expliquer en partie la maniére dont CD44 influe sur la signalisation
intracellulaire car méme si le domaine intracellulaire de CD44 peut interagir avec de
nombreuses protéines de signalisation (Src, RhoGTPase, PKC...), le caractére direct et
fonctionnel de ces interactions reste flou et finalement mal compris (Ponta et al. 2003) (Fig.

12).
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Figure 12: La régulation des cascades de signalisation induites par
Passociation CD44/AH et leur implication dans la progression tumorale.
(Toole 2009)

Les hyaluronanes synthases produisent |‘acide hyaluronique qui est soit retenu par les
synthases, soit libéré dans le milieu extracellulaire. Il interagit de fagon multivalente avec
CD44 pour induire ou stabiliser les domaines de signalisation a la membrane plasmique.
Ceux-ci contiennent des récepteurs a tyrosine kinases (ErbB2 et EGFR), d’autres
récepteurs (TGF-BR1) et des kinases (famille Src), qui dirigent des voies oncogéniques.
Par exemple, les MAP kinases et PI3 kinase/Akt modulent la prolifération et la survie
cellulaire. Certains transporteurs participent a la résistance aux médicaments. De
nombreuses protéines adaptatrices (Vav2, Grb2 et Gab-1) servent d’intermédiaire a
I'interaction de CD44 avec des effecteurs (RhoA, Racl et Ras). Dans d’autres cas, les
carbohydrates fixés a la région variante de CD44 (héparane sulfate) lie des facteurs de
régulation et co-active des récepteurs a tyrosine kinase (c-Met). Les filaments d’actine
joignent le domaine cytoplasmique de CD44 via les membres de la famille ERM ou
ankyrine ce qui peut modifier la motilité et Iinvasion cellulaire. D’ailleurs, les
protéoglycanes et facteurs associés attachés a l’acide hyaluronique influenceraient ces
mécanismes.
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1.C.2.b.4. Distribution membranaire

CD44 a été décrit comme pouvant €tre localis¢ a la fois sur la face dorsale et ventrale
des cellules en culture et semble étre fortement concentré dans les microvilli, une forme de
protusions membranaires trés fines ayant 1’aspect de cheveux ou poils a la surface de la
cellule. Toutefois méme s’il semble exclu, ou tout au moins peu détectable, dans les puits
recouverts de clathrine (Isacke 2004), CD44 a déja été décrit comme pouvant étre colocalisé
avec la clathrine dans un mécanisme impliquant le TNFa et le TGF-3 (Takahashi et al. 2010).

Des ¢études de plus en plus nombreuses montrent que CD44 peut étre en partie localisé
dans les radeaux lipidiques. Ces microdomaines membranaires riches en cholestérol et
sphingolipides sont résistants aux détergents. Un type de radeaux lipidiques particuliers, les
cavéoles, comportent sur le feuillet intracellulaire de la cavéoline, une petite protéine en
forme d’¢épingle a cheveux. Ces microdomaines constituent de véritables plateformes de
signalisation puisqu’elles concentrent des récepteurs, notamment aux facteurs de croissance
(PDGF, EGF, IGF) et de nombreuses protéines de signalisation comme Src et Fyn (de
Laurentiis et al. 2007). Méme si la fonction de CD44 dans ces microdomaines reste floue, il a
¢été montré, dans des cellules épithéliales, que la palmitoylation du récepteur était essentielle
pour dicter cette localisation et qu’elle était requise pour I’internalisation de [’acide
hyaluronique (Thankamony et Knudson 2006). Une autre étude intéressante montre que, dans
une lignée d’adénocarcinome gastrique AZ521 et de cancer colorectal HT29, I’activation de
CD44 par I’ostéopontine conduit a sa translocation dans les radeaux lipidiques, accompagné
de Src et de I’intégrine 1. Cette relocalisation apparait dépendante de la palmitoylation de
CD44 ainsi que de sa liaison avec le cytosquelette d’actine. La relocalisation de Src dans les
radeaux lipidiques va permettre 1’activation de 1’intégrine B1 suivant la voie inside-out ; ce

qui au final influencera 1I’adhérence et la survie cellulaire (Lee ef al. 2008).

1.C.2.b.5. Une modification post-traductionnelle particuliére : le shedding

CD44 a ét¢ depuis une vingtaine d’année décrit comme pouvant subir le shedding. Ce
clivage protéolytique de I’ectodomaine du récepteur provoque la libération d’une forme
soluble de CD44 (sCD44) dans le milieu extracellulaire. Différentes protéases sont impliquées

dans ce mécanisme, les principales étant les métalloprotéases comme la MT1-MMP, la MT3-
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MMP et les ADAMs 10 et 17 (Cichy et Puré¢ 2003). Les sérines protéases semblent également
jouer un roéle dans le clivage de I’ectodomaine de CD44 puisque des inhibiteurs de ces
enzymes accentuent son shedding. Toutefois, ce mécanisme reste sous la dépendance des

métalloprotéases car il est annulé par un prétraitement aux inhibiteurs de métalloprotéases

(Okamoto et al. 1999).

Le shedding de CD44 est sous la dépendance de différents facteurs. D’abord, méme
s’il semble étre constitutif, il peut étre régulé par différents facteurs dont des cytokines
(TNFa, interféron-y) (Ristamaki et al. 1997). De plus, le shedding de CD44 est contrdlé par
les GTPases Ras et Rho, probablement via la régulation de 1’assemblage du cytosquelette
d’actine (Cichy et Puré 2003). Enfin, il a été¢ plus récemment découvert que les radeaux
lipidiques pouvaient jouer un rdle important dans ce processus. Il a ainsi récemment ¢été
montré que la déplétion en cholestérol des radeaux lipidiques par la methyl-B-cyclodextrine

améliorait le shedding de CD44 médié par I’ADAM-10 (Murai et al. 2011).

La libération de la partie soluble de CD44 dans le milieu extracellulaire peut induire
différents effets. D’une part, il pourrait entrer en compétition avec le CD44 ancré a la
membrane plasmique dans sa liaison aux ligands. En effet, il a déja été décrit que 1’ajout
exogene de sCD44 pouvait diminuer la liaison de 1’acide hyaluronique par les cellules de
carcinome mammaire murin et favoriser 1’apoptose, diminuer la prolifération cellulaire et
I’invasion modulée par les MMPs (Cichy et Puré 2003; Peterson et al. 2000). D’autre part, le
clivage de CD44 pourrait altérer 1’adhérence cellule-matrice ou cellule-cellule sous
I’influence du récepteur membranaire. Enfin, de fagcon cohérente, le shedding de CD44
semble réguler la migration cellulaire. Il a en effet été démontré dans une lignée de cellules
tumorales pancréatique (MIA PaCa-2) que le shedding de CD44 accompli par la MT1-MMP
stimulait la migration tumorale (Kajita et al. 2001). De méme, le clivage de CD44 semble
faciliter le détachement des cellules de 1’acide hyaluronique, facilitant ainsi la migration et

I’invasion des cellules tumorales de poumon sur ce substrat (Okamoto et al. 1999).

I1 a été par la suite mis en évidence que le shedding de CD44 était suivi d’un autre
clivage du récepteur. Celui-ci a lieu dans la partie intracellulaire résiduelle (CD44-ICD) et est
réalisé par des y-sécrétases. Ce phénomene est couramment appelé RIP. Cette protéolyse va

permettre la libération dans le compartiment intracellulaire de la queue cytoplasmique du
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récepteur qui va pouvoir étre transloquée dans le noyau ou elle peut agir comme un facteur de
transcription pour activer ou réprimer I’expression de différents geénes (Cichy et Puré 2003).
Ainsi, il a été observé que le CD44-ICD pouvait participer a la transformation de cellules
fibroblastiques de rat, notamment en influant sur leur capacité a croitre en absence de support
(Pelletier et al. 2006). De plus, il a été prouvé que le CD44-ICD pouvait potentialiser la
transactivation modulée par le co-activateur CBP (CREB Binding Protein)/p300 et également

augmenter I’expression transcriptionnelle de CD44 lui-méme (Okamoto et al. 2001).

C’est pourquoi, le shedding de CD44 est considéré comme un mécanisme important
dans la tumorigené¢se. En effet, méme s’il se produit de maniere constitutive dans les cellules
normales, il a été décrit qu’une stimulation de ce mécanisme pouvait avoir lieu dans de
nombreux types de tumeurs parmi lesquelles on trouve les carcinomes du sein, du colon, des
ovaires ou encore des tumeurs non a petites cellules du poumon (Guo ef al. 1994; Okamoto et
al. 2002). Ces travaux ont amen¢ les chercheurs a considérer la présence du sCD44 comme un
marqueur potentiel de la progression tumorale. En effet le sCD44 peut étre retrouvé dans le
sérum sanguin et en plus grande quantité dans le sérum de patients atteints de cancer
colorectal ou gastrique. Comme la concentration sanguine en sCD44 peut étre corrélée avec
I’avancement métastatique de la tumeur, il semblerait qu’il puisse constituer un potentiel

marqueur de 1’agressivité tumorale (Guo et al. 1994).

1.C.2.b.6. Le role de CD44 dans la progression tumorale

De par son activit¢ majeure dans le contrdle de 1’adhérence et de la migration
cellulaire, une dérégulation de I’expression de CD44 peut s’avérer extrémement déléteére pour
la cellule et conduire a différentes pathologies. Dans le cadre du cancer, CD44 semble

favoriser 1’invasion cellulaire et la formation de métastases.

La multitude d’isoformes et de variants de CD44 rend 1’étude de ses effets sur le
cancer tres difficile. Si dans certains types de tumeurs (tumeurs thyroidiennes papillaires et
folliculaires par exemple), I’expression de CD44 est fortement augmentée par rapport aux
cellules saines, bien souvent c’est I’apparition de nouveaux variants qui est a I’origine des

effets néfastes liés au récepteur. En effet certains variants de CD44 ne sont exprimés que dans
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les cellules malignes, en particulier le CD44v6 (possédant I’exon variant 6) est
particulierement présent dans les carcinomes pancréatiques, les lymphomes non-Hodgkiniens,
les carcinomes du colon ou encore les cancers thyroidiens papillaires (Rudzki et Jothy 1997).
D’autres modifications peuvent conduire a un déréglement de la fonction de CD44,
notamment les changements dans les motifs de glycosylation et d’ajout de GAG. Peu de
données sont disponibles sur I’effet de ces modifications sur le comportement tumoral du fait
probablement d’un manque de compréhension du pattern de glycosylation basal de CD44

(Borland ef al. 1998).

Méme si ces altérations dans I’expression de CD44 ne sont pas a elles seules
responsables des capacités métastatiques des cellules tumorales, il apparait actuellement
¢vident qu’elles y contribuent fortement. Ces effets peuvent s’expliquer de différentes
manicres et sont spécifiques d’un type cellulaire donné. Ainsi, 1’affinité du récepteur pour
I’acide hyaluronique peut €tre mise en cause et conduire a un détachement facilité des cellules
de leur support et faciliter ainsi leur migration. Une dégradation plus rapide de ce substrat
pourra quant a elle faciliter la progression des cellules tumorales jusqu’aux vaisseaux
sanguins et favoriser 1’extravasation. Ceci sans oublier que CD44 peut influer sur différentes
cascades de signalisation intracellulaire, sur I’assemblage et la dynamique du cytosquelette
d’actine et sur I’expression de nombreuses proté€ines, elles-mémes impliquées dans ces
processus. Tous ces aspects rendent la compréhension du role de CD44 lors des processus de

cancérisation extrémement complexe et de nombreuses zones d’ombres restent encore a

éclaircir (Underhill 1992).
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II. LE RECEPTEUR D’ENDOCYTOSE LLRP1
IL.A. LA FAMILLE DES RECEPTEURS AU LDL

Historiquement, le LDLR (Low-Denstity Lipoprotein Receptor), a été découvert en
1988 a cause de son dysfonctionnement dans 1’hypercholestérolémie, associée a
I’athérosclérose ou a des maladies coronariennes (Kajinami et al. 1988). Par la suite, six
autres protéines ont été mises en corrélation avec le LDLR pour former la famille des
récepteurs au LDL. Si le LDLR est principalement exprimé dans le foie, siége du
métabolisme lipidique, les autres membres présentent une répartition tissulaire plus large,
voire ubiquitaire, ce qui suppose qu’ils peuvent remplir des fonctions variées (Herz et Bock
2002). Chez les mammiferes, sept membres de cette famille ont été répertoriés (Fig. 13) :

™ Le LDLR, un des premiers récepteur cargo découvert, présente une expression
ubiquitaire mais est exprimé en majorit¢ dans le foie ou il permet le métabolisme des
lipoprotéines transportant le cholestérol. Son poids moléculaire varie entre 100 et 160 kDa
suivant son état de glycosylation.

W Le LDL receptor-related protein (LRP ou encore LRP1) qui, étant donné sa
place centrale dans cette ¢tude sera plus largement développé par la suite (Cf Chap. II.B. et
suite).

@ Le LRPIB dont la taille avoisine les 500 kDa partage ~60% d’homologie avec
LRPI. Il semble particulierement exprim¢é dans le cerveau et posséderait une fonction de gene
suppresseur de tumeur.

™ La mégaline (ou LRP2) est surtout exprimée dans les cellules épithéliales
tapissant les tubules proximaux du rein sous la forme d’une simple chaine glycosylée de 600
kDa. Elle régule 1’épuration de plusieurs protéines et est impliquée dans le processus de
fabrication de la vitamine D.

® Le VLDLR (very-LDLR) présente une structure trés proche du LDLR mais
n’est pas exprimé dans le foie ; sa répartition tissulaire comprend le cceur, le cerveau, les
muscles squelettiques et les cellules endothéliales des vaisseaux sanguins principaux. Son
poids moléculaire varie entre 140 et 180 kDa. Il semble avoir un rdle dans la protection contre
I’obésité ainsi que dans le développement du systéme nerveux central.

® L’ApoER2 (Apolipoprotein E Receptor 2 ou LRP8) dont I’expression est
limitée au cerveau et aux testicules a une fonction cruciale dans la production et la maturation

du sperme. Sa masse moléculaire est de 74 kDa.
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W Le MEGF7 (Multiple EGF-repeat-containing protein 7) est exprimé, avec une
masse moléculaire de 250 kDa, dans le systéme nerveux central ou sa fonction reste encore a

préciser méme si elle semble impliquer la fonction de signalisation du récepteur.

Tous ces membres possédent une structure modulaire et des motifs communs dont des
domaines de liaison aux ligands riches en cystéines suivies par des répétitions de type EGF
riches en cystéines également, des domaines YWTD, un segment unique traversant la
membrane plasmique et un court domaine cytoplasmique possédant au moins un motif NPXY

et YXXL.

W Ligand binding repeas
' [maropeler damain 1
* EGF regeal ]

EI WP miokif

ﬂ Oufiriec sugar domain

m dileucne regeal

LOLR VLOLR apoERXNLEPE WEGFT
LAP1

LEP LAP2/
18 Magalin

Figure 13 : Représentation schématique des différents membres de 1a famille
des récepteurs au LDL. (Lillis et al. 2008)

La famille des récepteurs au LDL contient sept membres dont la taille varie entre 100 et
600 kDa. Ces membres ont en commun une ou plusieurs répétitions de type complément

permettant la fixation de ligands et un a deux domaines NPXY au sein de leur domaine
cytoplasmique.

Trois autres récepteurs sont voisins de la famille des récepteurs au LDL car ils
possédent des répétitions de type liaison de ligand dans leur partie extracellulaire ainsi qu'un
motif YXXL dans leur domaine cytoplasmique insinuant un réle dans 1’endocytose. Ces

récepteurs sont nommeés LRPS, LRP6 et LR11 (lipoprotein receptor).
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I1.B. LRP-1 : ORGANISATION STRUCTURALE

Du haut de ses 600 kDa, le récepteur LRP1 est le plus imposant représentant de la
famille des récepteurs au LDL. Décrit pour la premiere fois par Joachim Hertz (Herz et al.
1988), ce récepteur était d’abord supposé intervenir uniquement dans le métabolisme
lipidique, mais il s’est trés vite imposé comme un récepteur cargo multifonctionnel.
Initialement synthétisé sous forme d’un précurseur de 600 kDa, LRP1 est clivé dans 1’appareil
de Golgi par une furine-convertase pour former une sous-unit¢ de haut poids moléculaire
(chaine a, 515 kDa) et une sous-unité de faible poids moléculaire (chaine B, 85 kDa) qui

seront toutes deux liées de manicre non covalente (Strickland et al. 1990).

I1.B.1. Le domaine extracellulaire

Le domaine extracellulaire de LRP1 est composé¢ de différents domaines
fondamentaux (Fig. 14) :

@ les répétitions riches en cystéines de type complément (CR), aussi appelées
répétitions de liaison au ligand. Ces domaines sont composés d’une structure en épingle
suivie par une série de coudes  qui forme une cage entourant un ion calcium qui stabilise la
structure. Les CR sont regroupés dans 4 régions, numérotées de [ a I'V.

® Les régions homologues au précurseur de I’EGF consistent en des successions
de domaines de type EGF riches en cystéines encadrant des motifs YWTD, formant un
propulseur B. Ces domaines YWTD ont une importance capitale dans le découplage de LRP1
avec ses ligands au niveau du compartiment lysosomal puisqu’a faible pH, ils s’associent avec

les CR, induisant la séparation du ligand.
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Figure 14 : La structure protéique
de LRPi1. (Hertz et Strickland
2001)

*r* COOH

Cette structure permet a LRP1 d’interagir avec de nombreux ligands extracellulaires.
A ce jour, plus d’une trentaine ont été répertoriés et ils balayent une large gamme de
molécules comme des lipoprotéines, des virus, des protéases associées ou non a leur inhibiteur
ou des molécules de la MEC (Herz et Strickland 2001) (Fig. 15). Cette diversité de ligands
implique plus ou moins directement LRP1 dans des mécanismes variés comme le
métabolisme des lipides ou encore 1’homéostasie des protéases matricielles.

Des ¢tudes basées sur I’expression de mini-récepteurs contenant chacun un domaine
de liaison de LRP1, ont montré que ce sont principalement les domaines II et IV qui
s’associent avec les divers ligands (Obermoeller-McCormick et al. 2001). Toutefois, face a la
multiplicité¢ de ceux-ci, on peut se demander comment LRP1 peut reconnaitre autant de
ligands structurellement différents. Une des réponses semble impliquer la présence d’acides
aminés basiques et notamment de lysines et d’arginines. C’est le cas pour I’ApoE, PAI-1, I’a,.
macroglobuline ou encore RAP qui possédent dans leur séquence certaines lysines et/ou
arginines qui, lorsqu’elles sont mutées, provoquent une diminution de leur affinité pour LRP1

(Lillis et al. 2008).
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Proteins involved in lipoprotein metabolism
Apolipoprotein E-enriched lipoproteins (chylomicron and VLDL remnants), Lipoprotein lipase (LPL),
Hepatic lipase, Sphingolipid activator protein

Proteases and protease/inhibitor complexes
Activated a2-macroglobulin, a2-macroglobulin protease complexes, pregnancy zone protein—
protease complexes, Aprotinin, Urokinase plasminogen activator (uPA), pro-uPA, plasminogen
activator inhibitor (PAI-1), uPA/PAI-1 complexes, tissue-type plasminogen activator (tPA), tPA/PAI-
1 complexes, Thrombin/PA-1, Thrombin/anti-thrombin Ill, Thrombin/protease nexin-1,
Thrombin/heparin cofactor 1l, Neuroserpin, Neuroserpin/tPA complexes, C1s/C1q inhibitor,
Protease/protein C inhibitor, Elastase/a1-anti-trypsin, MMP-9, MMP-13, TSP-2/MMP-2 complexes,
Tissue factor pathway inhibitor (TFPI), Factor VIla/TFPI, Factor Vllla, Factor IXa, Factor
IXa/protease nexin-1, b-amyloid precursor protein, cathepsinD

Matrix proteins
Thrombospondin-1, Thrombospondin-2, Fibronectin

Intracellular proteins
Receptor associated protein (RAP), Calreticulin, HIV Tat protein

Growth factors
Platelet-derived growth factor (PDGF), Midkine, Insulin-like growth factor (IGF)- binding protein-3
(IGFBP-3), Connective tissue growth factor (CTGF/CCN2), Transforming growth factor (TGF-b)

Others
Circumsporozoite protein, Lactoferrin, Ricin A, Saposin, Rhinovirus A peptide (monomer),
Gentamicin. Polvmvcin B. Pseudomonas exotoxin A. Complement C3. Collectins (via calreticulin)

Figure 15 : Les différents ligands connus de LRP1. (extrait de Boucher et
Hertz 2011)

II.B.2. Le domaine intracellulaire

Le domaine intracellulaire de LRP1 est de petite taille par rapport au reste du
récepteur. Il comporte une centaine d’acides aminés et des motifs fortement conservés dont 2
motifs NPXY et deux motifs dileucine (LL). Il a ét¢ montré que le domaine cytoplasmique de
LRP1 était capable d’interagir avec de nombreuses molécules adaptatrices impliquées dans le
trafic vésiculaire ou dans la signalisation intracellulaire (Fig. 16) (Lillis et al. 2008).

Si les motifs NPXY semblent requis pour une endocytose rapide de LRP1 par les
vésicules a clathrine, le motif YXXL apparait comme signal dominant pour 1I’endocytose avec
la participation d’un motif LL (Li et al. 2000). De plus, le motif NPXY proximal a été décrit
comme dirigeant le trafic de LRP1 durant sa biosynthése. Dans cette méme étude, le motif
YXXL ainsi que le motif LL ont ét¢ impliqués dans le trafic vésiculaire de LRP1 et
notamment dans son recyclage (Donoso et al. 2009). Enfin, il a récemment ét¢ mis en
évidence que le motif NPXYXXL distal concernait davantage 1’internalisation du récepteur
(Reekmans et al. 2009).

LRP1 peut subir des phosphorylations sur tyrosines, notamment celles contenues dans

les motifs NPXY (NPXY4473 et NPXVY4s07). Ces motifs sont impliqués dans 1’interaction de
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LRP1 avec de nombreuses protéines intracellulaires, que leur tyrosine soit phosphorylées ou
non. Ces interactions sont possibles grace au domaine PTB (PhosphoTyrosine-Binding), ce
qui est le cas pour les protéines Fe65 et Disabled, deux adaptateurs protéiques neuronaux
(Trommsdorft et al. 1998). D’autres études moléculaires du domaine intracellulaire de LRP1
ont révélé que ce récepteur était capable d’interagir avec de nombreuses protéines adaptatrices
parmi lesquelles nous pouvons citer Grb-2, Shc-3, PI3-kinase (Phosphatidyl Inositol 3-
kinase), PLCy (Phospholipase Cy) et Src. Si ces interactions impliquent les deux motifs
NPXY, la majorité d’entre elles se font avec le NPXY 4507, phosphorylé ou non (Guttman et al.
2009). La facult¢ de LRP1 a interagir avec de nombreuses protéines adaptatrices en fait un
modulateur de nombreuses voies de signalisation. En particulier, il a été observé que LRP1
pouvait intervenir dans la voie des MAPK (Mitogen Activated Protein Kinase). D’une part, il
a ¢été décrit qu’il était capable d’inhiber la voie JNK (c-Jun NH>-terminal Kinase) en le
séquestrant par 1’intermédiaire de la protéine JIP1/2 (JNK Interacting Protein) (Lutz et al.
2002). D’autre part, il peut moduler la voie ERK (Extracellular signal-Regulated Kinase)
jouant ainsi un réle dans I’adhérence, la migration et I’invasion cellulaire (Webb et al. 2000;

Langlois et al. 2010)

Disabled-1 (Dahl) Sre activation, neuronal migration

She Signal tranaduction by protein-tyrosine kinases

PECa Proliferation, apoptosis, differentiation and
motility

FEGS Actin, APP processing

PsDos Coupling to NMDA receptors

SEMCAP-1 Axon guidance

JIP1, JIP2 MAPEK pathway

GULP Phagocytosis

Talin-like protein Coupling to actin cytoskeleton

OMP25 Mitochondrial transport

CAPON NO svnthase

PIP4,5 kinase like Inositol signaling

protein

ICAP1 Integrin-mediated signaling

Chl EZ ligase, receptor tyrosine kinase
downregulation

Figure 16 : Les différentes protéines cytoplasmiques connues pour interagir
avec le domaine intracellulaire de LRP1 et leur fonction. (Lillis et al. 2008)

Par sa multitude de ligands ainsi que par les nombreuses molécules adaptatrices avec

lesquelles il peut interagir, LRP1 apparait comme un récepteur multifonctionnel (endocytose
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et signalisation) impliqué dans de nombreux mécanismes cellulaires comme la survie, la

différenciation, la migration ou encore 1’invasion cellulaire.

II.C. 'IMPORTANCE DE RAP : PROTEINE CHAPERONNE ET ANTAGONISTE
DE LRP1

La variété de ligands de LRP1 suppose I’existence d’un mécanisme empéchant
I’association prématurée du récepteur avec ceux-ci durant la voie de synthése et de sécrétion
des protéines. Une protéine chaperonne, appelée RAP (Receptor Associated Protein), remplit
ce role. Cette protéine de 39 kDa, se lie étroitement aux récepteurs du LDL a pH neutre et
joue le role d’antagoniste ; la liaison de RAP au récepteur s’effectuant par 1’intermédiaire des
domaines II, III et IV (Jensen et al. 2009). RAP est composé de trois domaines, D1 a D3,
montrant tous trois une topologie similaire. Ils sont constitués chacun de trois hélices a
séparées par une boucle flexible, chaque domaine étant stabilisé par des interactions
hydrophobes (Lillis et al. 2008).

RAP possede initialement une fonction de protéine chaperonne de LRP1. En effet, des
souris déficientes en RAP montrent une réduction de la quantité de LRP1 mature dans le foie
et le cerveau. Il est important de noter que RAP n’est pas sécrété par les cellules puisqu’il
possede dans sa région C-terminale le motif HNEL, permettant sa séquestration dans le
réticulum endoplasmique (RE). Apres avoir accompagné LRP1 du RE au Golgi, RAP doit se
dissocier de LRP1. Ce mécanisme est permis par la diminution de pH ayant lieu au cours de la
voie sécrétoire via le domaine D3 de RAP. En effet, une région de ce domaine voit sa charge
positivement augmenter dans des conditions acides, grace a la présence de résidus histidines.

Ce changement de charge module finement la balance liaison/libération de RAP par LRP1.
La fonction d’antagoniste de cette protéine chaperonne pourra étre exploitée pour

I’¢tude de LRP1 puisque ajoutée de manicre exogene sur des cellules en culture, RAP

empéeche la liaison du récepteur avec la plupart de ses ligands.
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ILD. LE ROLE DE LRP1 DANS LES PROCESSUS PHYSIOLOGIQUES ET

PATHOLOGIQUES.

Sa fonction d’endocytose associée a la diversité de ses ligands, ainsi que son role dans
la signalisation intracellulaire impliquent LRP1 dans de nombreux processus physiologiques
et physiopathologiques. De plus, face a I’étendue de 