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INTRODUCTION 

La fibronectine est une glycoprotéïne de haute masse moléculaire, 

largement répandue dans le règne animal, présente dans le plasma et 

associée à d'autres macromolécules dans le réseau fibrillaire dense 

qui constitue la matrice extracellulaire (8, 76, 81, 148, 168, 173). 

Découverte dans le plasma humain en 1948 par Morrison et al ( 108), 

son étude a connu un regain d'intérêt à partir de 1973, date de la 

mise en évidence par Hynes (75) de sa diminution sensible a la 

surface des fibroblastes transformés par des virus, ce qui lui valut 

le nom de "Large External Transformation Sensitive protein" ou LETS 

protein. 

La transformation maligne induit de profonds remaniements de 

la structure et du métabolisme de la cellule : modification de la 

morphologie cellulaire, perturbation de la perméabilité membranaire, 

augmentation du nombre des mitoses, perte de l'inhibition de contact, 

apparition de néo-antigènes membranaires, perte de 1 ' adhésion ce1 lu- 

laire (35). Para1 lelement, el le provoque des modifications des cons- 

tituants cellulaires et, en particulier, au niveau des glycoconjuguds mem- 

branaires, elle induit de profondes modifications des structures glycan- 

niques. Ces altérations sê traduisent dans le cas des glycoiipides par 

une simplification de la partie oligosaccharidique (62) et par une 

"multiantennarisation" des N-glycannes des glycoprotéïnes ( 18, 21 , 36, 

116, 138, 145, 159). 



Bien que la diminution de la fibronectine pericellulaire ne 

soit pas un marqueur absolu de la tumorigénicité, elle permet d'expli- 

quer en partie le changement de morphologie, la perte d'adhésivité et 

la désorganisation des cellules en culture dûs à la transformation 

maligne. En outre, la disparition de la fibronectine pourrait être 

associée au pouvoir métastasant de la cellule tumorale. Gifférentes 

hypothèses ont été émises, mais pour l'instant les raisons de la diminu- 

tion de la fibronectine associée à la membrane cellulaire ne sont toujours 

pas connues. 

Disposant d'une méthode de fractionnement des glycopeptiaes mise au 

point par Debray et al. (36) pour 1 'étude des modifications des struc- 

tures g lycanniques des glycoprotéïnes ce1 lulai res associées à la 

transformation, nous avons entrepris d'étudier les structures glycanniques 

de la fibronectine des cellules transformées afin d'étendre éventuelle- 

ment à cette glycoprotéïne sensible à la transformation maligne les 

résultats obtenus pour les cellules entieres et pour tenter de mettro 

en évidence des modifications structurales de cette glycoprotéïne 

qui pourraient expliquer le mécanisme de sa disparition de la surface 

des cellules transformées et/ou cancéreuses. 

Ce travail a fait l'objet de la communication suivante : 

DELANNOY, P., DEBEIRE, P., MONTREUIL, J. et DEBRAY, H. 

Comparison of glycan structures o f  fibronectin released by normal 

and virus-transformed baby-hamster kidney 21 fibroblosts. 

VIIth International Symposium on glycoconjuçates, Lund, 18-23 jui! let 

1983. 



GENERALITES 

1 - Historique e t  définitions 

C'est en 1948 que Morrison - et al. ( 108) ont isolé du plasma 

humain une proteine partiellement purifiée, CO-précipitant avec le 

fibrinogene a froid. Cette protéine fut désignee sous le nom de'lcold 

insoluble globulin' ou CIG (108). Sa mobilité électrophorétique cor- 

respondait a une $-globul ine possédant un coefficient de sédimenta- 

tion de 12-14 S (108). Cette protéine fut isolée et plus amplement 

caractérisée par Mosesson et Umfleet (110) qui montrèrent par voie 

immunologique qu'elle était présente dans tous les plasmas nor- 

maux à une concentration de 0,3 g par litre ( 110). 

Dans les années 73-74, plusieurs groupes ont caractérisé par 

des voies différentes une glycoprotéine de haute masse moléculaire 

associée à la surface cellulaire et sensible à 1s transformation 

ou maligne. 

Il est bien connu qu'il est possible de marquer les glycopro- 

teïnes de la surface cellulaire par diverses techniques : 

iodination par la lactopéroxydase ( 72,751, par la chloropéroxydase 

(86) ou par la chloramine T (86) ; oxydation par la galactose-oxy- 

dase (31,51,53), le phosphate de pyridoxal (33), 1 ' acide périodique 

(33) suivie d'une réduction par le borohydrure tritié ; ou encore 

par transamination (111). DXIS chacun des cos, :'électro- 



phorèse des protéïnes marquées a permis de visualiser une glyco- 

5 protéïne de haute masse moléculaire (2,1 a 2,5. IO d.), sensible à 

l'action ménagée de la trypsine et qui, généralement, n'était pas 

ou peu marquée dans les cultures de ceilules transformées. Hynes 

et Bye (78) lui donnerent le nom de "LETS protein" (Large Exter- 

na1 Transformation Sensitive protein). Dl autres auteurs 1 ' appe- 

lèrent Protéïne Zéta ( 128), galactoprotéïne a (53), ou encore 

bande 1 (122). 

Par l ' analyse électrophorétique des protéïnes secrétées dans 

le mi lieu de culture de fibroblastes, Yamada et Weston ( 175) mi- 

rent en évidence une bande majeure, de haute masse moléculaire, sen- 

sible à 1 'action ménagée de la trypsine et également présente dans 

les homogénat s ce1 lulaires , qu' i 1s dénommèrent "Ce1 1 Surface Protein" 

Par étude immunologique, Ruoslahti et al ont montré qu'il 

existait dans les protéïnes extraites de la surface des fibroblas- 

tes, un antigPne majeur présent également dans le plasma ( 135, 136). 

En effet, un antisérum dirigé contre l'antigène de surface du fi- 

broblaste (S.F.A.) ou contre la "Cold Insoluble Globulin" du plas- 

ma, précipite les deux types d'antigènes par une réaction d '  identité 

lors d'expériences dl immuno-diffusion double ( 135). En outre, 1 ' an- 

ti sérum dirigé contre 1 ' antigène plasmatique interagi t avec des 

antigènes de surface d'un grand nombre d'espèces (93). 

Ces importantes similitudes, à la fois de structure, de masse 

moléculaire, des propriétés immuno-chimiques, ainsi que le rôle 

joué dans l'adhésion cellulaire de ces différentes glycoprotéïnes 

ont permis à Kuusela et al. (93) de les regrouper sous le voca- 



ble de fibronectines : du latin fibra (fibre) et nectere (lier, 

attacher), proteïnes capables de s'associer à des structures fi- 

breuses. Ce terme de fibronectine regroupe donc les différentes 

formes de cette glycoprotéïne polymorphe, de haute masse molécu- 

laire et possédant des propriétés immunochimiques très voisines. 

La fi bronectine plasmatique (ou ci rculante) correspond à la 

"Cold Insoluble Globulln" ( 108), au facteur anti-gélatine ( 166), 

à 1 'a2-opsonic-glycoprotéïne (20). La fibronectine cellulaire 

correspond a 1 'antigene de surface du fibroblaste (S. F,A. ) ( 136), 

à la galactoprotéïne a de Hakomori et al. (53 ) ,  à la LETS protein 

de Hynes et Bye (78), à la protéïne de surface cellulaire de Yamada 

et al . (C.S.P.) (175), ou encore à la Protéïne Zéta de Robbins - et 

al . (128). 

II - Sources et localisation de la fibronectine 

In vivo, la fibronectine est présente dans le plasma à une con- 

centration de 300 pg/ml ( 110) et semblerait provenir principalement 

des hépatocytes (153), les macrophages et les cellules endothélia- 

les pouvant également contribuer a sa formation du fait de leur as- 

sociation à la circulation sanguine (168). On la retrouve également, 

à des concentrations plus faibles, dans d'autres liquides biologi- 

ques comme le liquide céphalo-rachidien (94) ou le liquide amnio- 

tique (34). En particulier, i l  a été montré que des cellules 

épithéliales amniotiques, établies en culture primaire, secré- 

taient de la fibronectine (7).En outre, cette forme de fibronec- 

tine apparait plus glycosylée que les fibronectines plasmatique 



et cellulaire, et sa classification reste encore incertaine (34,130). 

La fibronectine se retrouve in vivo dans les tissus conjonc- 

tifs et mésenchymateux, dans le milieu extracellulaire et au ni- 

veau d'un grand nombre de cellules où elle s'organise en un ré- 

seau fibrillaire, associée aux collagènes et à des protéoglycan- 

nes, formant une partie importante du manteau extracellu!aire 

entourant les cellules. 

Des antigènes "fibronectin -1ike" sont présents dans un grand 

nombre d'espèces du règne animal allant des Spongiaires aux Mammi- 

fères (95).  

La fibronectine est également synthétisée par bon nombre de 

cellules en culture (Tableau 1). En particulier, les fibroblas- 

tes et les cellules endothéliales ont un taux de synthèse élevé et 

on retrouve cette glycoprotéïne intégrée dans la matrice et dans le 

milieu de culture. Beaucoup d'autres cellules en culture produisent 

de la fibronectine en quantité plus ou moins importante, comme par 
- 

exemple les macrophages, les cellules épithéliales et les hépatocytes. 

III - Propriétés physico-chimiques de la fibronectine 

A - Proprietés physiques et conformation 

La fibronectine plasmatique et la fibronectine cellulaire ont 

des propriétés physico-chimiques très proches (Tableau II). La 

fibronectine plasmatique humaine est une glycoprotéïne relativement 

riche en Proline et en Cys-teine (109). Il s'agit d'un dimère cons- 

titué par l'association de sous-unités identiques ou très voisines, 



Tableau I - Cellules synthétisant la fibmnectine in vitro (81)  

Type cellulaire Commentaires 

Fibroblastes 

Ce1 lules endothéliales 

Chonarocytes 

Myoblastes et myotubes 

Macrophages 
Hépatocytes 
Cellules amniotiques 

Entérocytes 
Cellules épithéliales mammaires 

Cellules embryonnaires 

Cellules astrogliales 

diminution après transformation 
maligne 
taux de synthèse @levé. Pourcentage 
élevé secrété in vitro 
taux variable en fonction de l'état 
de différenciation 
fonction du type cellulaire. Dimi- 
nution après transformation maligne 
essentiel lement secrétée 
essentiel 1 ement secrétée 
produisent la f ibronectine du 1 i- 

quide amniotique 
en très faible quantith 
diminution dans le cas 
de cellules métastasantes. 
synthèse fonction de l'état de 
développement 
pas de fibronectine in vivo 



Tableau II - Propriétés physico-chimiques des fibronectines plasma- 
tique et cellulaire ( 168). 

Les résultats rassemblés dans ce tableau proviennent des travaux de 
kosesson et Urnfleet ( 110) ,  Mosesson et al. ( l o g ) ,  Yamada et a1 .( 174) ,  

Vuento et al. ( 155) et Alexander - et al. ( 2 , 3 ) .  

Fibronectine cellulaire Fibronectine plasmatique 

Masse moléculaire/SU. 

structure dimérique et multimérique dimérique 

Constante de sédimen- 
tat i on 

Rayon de stokes 

8 3  (PH 8) 12-14 (pH 7) 
7 ,6  (PH 1 1 )  8 , 0  (pH 11) 

Volume spécifique partiel 0,72 O, 72 

Coefficient de friction 2,8-2,9 (pH 1 1 )  2 , 8  (pH 1 1 )  1 , 7  (pH7) 

point isoélectrique 5,5-6,2 5,5-6,2 

Coefficient d'extinction 
molaire 

Dichroïsme circulaire 212/227 nm 
(minimum/rnaximum) 

Solubilité pH 7 insoluble pH 7 soluble 



d'une masse moléculaire de 215 000 à 220 000 daltons, réunis par un 

ou plusieurs ponts disulfures si tués à proximité de 1 'extrêmité 

C-terminale de la molécule. Les deux sous-unités constituant la 

fibronectine plasmatique peuvent être légerement différentes. 

Cependant, la comparaison de leur structure primaire ne présente 

pas de différences majeures ( 17, 92). 

La fibronectine cellulaire synthétisée par des cellules en 

culture est très proche de la forme plasmatique ; sa masse mo- 

léculaire apparente, déterminée par électrophorèse en gel de 

polyacrylamide S.D .S . ,  est de 220 000-240 000 daltons (31, 53, 71, 

175) bien qu'elle puisse se trouver sous forme multimérique 

(masse moléculaire supérieure à 1 200 000 daltons). 

Des études effectuées par dichroïsme circulaire ont 

montré que cette macromolécule présente dans sa structure des zones 

globulaires compactes bien qu'elle soit relativement flexible et 

al longée dans son ensemble (2, 3, 155). Les observations de microsco 

pie électronique confirment 1 'allongement et la flexibi lit4 rela- 

tive de la molécule, cependant les domaines globulaires n'ont pu 

être observés par cette technique ( 45, 91 ) . 
La constante de sédimentation de 12-14 S (108) mesurée à 

pH neutre pour la fibronectine plasmatique correspond bien à celle 

d'une molécule globulaire de 440 000 daltons. Par contre, quand la 

mesure est effectuée à pH élevé, on observe une diminution de la 

constante de sédimentation, correspondant à un état beaucoup plus 

étalé de la molécule ( 2 , 3 ) .  En ce qui concerne la fibronectine 

cellulaire, cette constante de sédimentation reste stable et faible 

lors d'une élévation du pH. La figure 1 présente un modèle général 

tenant compte de ces différentes observations : la molécule est 



90K OOH 

s S 
I I 

transglu- col lagène hépari ne cellule héparine 
taminase D.N.A. 
Héparine 
Act i ne 

S. aureus 

S. aureus 

figure 1 - Modèle géneral de 1 'organisation des domaines fonctionnels 

de la fibronectine ( 168). Il s'agit d'un dimère constitué de deux 
chaines pepxidlques ae 220 000 daltons reliees par deux ponts disul- 

+ 

fures. La masse moléculaire des domaines résistants aux protéases est ,.' 
indiquée au niveau de la chaine supérieure (K = 1 000 d .)  e t  sous . - . - 
chacun d'eux sont indiquées les activités biologiques qui ont pu leur 
être associées. 



constituée de domaines structuraux glcbulaires séparés par des ré- 

gions charnières plus souples, ce qui peut expliquer 1 ' influence 

des conditions ioniques sur la conformation de la molécule. Ce 

modèle tient compte également des résultats obtenus par attaque 

protéolytique de la molécule ( 168). 

On peut considérer que la molécule de fibronectine plasmatique, 

soluble, se trouve dans le plasma sous une forme globulaire, cette 

conformation pouvant être modifiée en fonction de son environnement 

ionique, alors que la fibronectine cellulaire est sous une forme 

beaucoup plus étalée, insoluble, associée aux autres macromolécules 

de la matrice extracellulaire. 

B - Composition chimique 

1 - Composition en acides aminés 

Les fibronectines excrétées dans le mi lieu de culture de 

divers types cellulaires ont une composition en acides aminés très 

voisine de celle de la fibronectine plasmatique ou amniotique 

(11, 114, 155, 174) (Tableau III). Les peptides obtenus par action 

ménagée de la trypsine sont parfaitement comparables en ce qui con- 

cerne leur comportement électrophorétique ( 155). 

2 - Groupements thiols libres 

Il existerait deux groupements thiols libres dans la structu- 

re primaire de la fibronectine ; l'un localisé 8 170 000 daltons de 

l'extrêmité N-terminale de la molécule ( 157), le second près de 



Tableau III - Composition en acides aminés des f ibronectines humaines plas- 
matique, amniotique et cellulaire (11) 

Résidus / 1 000 Rés i dus 

: Fibronectine : Fibronectine : Fibronectine 
: p lasmataque : amniotique : cellulaire 
: (CIÛ) 

9 5 Acide aspartique 94 9 2 

106 101 Th réon i ne 106 

Séri ne 

Acide glutamique 120 122 . . -  

nq 0 3 Pro1 ine 

Gl ycoco 1 le 
42 LTJ Alanine 

h c\ n 3 K  
Cystéïne" 

Valine 
Méthionine 
Isoleucine 
Leuc i ne 
Tyros i ne 

Phénylalanine 

a : Cold Insoluble Globulin 
b : %terminé par oxydation par l'acide performique 
ND : non déterminé 



1 'extrêmi té C-terminale ( 141, 157). LI alkylation de ces groupements 

thiols libres inhibe l'intégration de la fibronectine dans la ma- 

trice extracel lulai re ( 156, 157). Ces groupements l i bres seraient 

impliqués dans la formation de structures multimériques a la surface 

cellulaire par des ponts disulfures entre les molécules de fibronec- 

tine elles-mêmes d'une part, et les molécules de fibronectine et 

d'autres constituants extracellulaires tels que les protéoglycannes, 

d' autre part. 

3 - Structure des glycannes 

La fibronectine ne renferme que des glycannes de type N-acetyl- 

lactosaminique (47, 48, 146, 167, 176). Il existe cinq chaines oli- 

gosaccharidiques liées N-glycosidiquement a un residu d'asparagine 

par monomère et elles sont situees au niveau du domaine de fixation 

du collagène (54, 140, 156). 

Contrairement a la composition en acides aminés, les structures 

glycanniques diffèrent de manière significative selon le type de 

fibronectine (24, 47, 48, 49, 146). Les structures des N-glycannes 

majeurs de la fibronectine plasmatique bovine ! 146) et de la fibro- 

nectine de hamster, plasmatique (49) et cellulaire (24, 48) sont 

présentées à la figure 2. La présence d'un résidu dep-D-galactose 

1 ié en P- 1,3 sur !a N-acétylglucosamine est inhabituel le. Cependant, 

les structures existantes sont proches de celles d'autres glyco- 

protéïnes sériques ou tissulaires (107). La structure de la partie 

glycannique de la fibronectine plasmatique de hamster (49) diffère 

par le nombre, le type et la liaison de l'acide sialique, ainsi 

que Par la présence de fucose sur la fibronectine cellulaire (24,  48). 
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Figure 2 - Structure des glycannes de fibronectine de différentes ori- 
gines : A. f ibronectine plasmatique d? hamster (49) "<.. 
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C l ,  Ce, C3. fibronectine plasmatique bovine (146) 

C l .  fibronectine plasmatique humaine (167) 



Parallèlement, i l  apparait que la fibronectine du liquide 

amniotique serait plus glycosylée que les fibronectines plasmatique 

ou cellulaire ( 1 1 ,  130) ; en particulier, enrichie en N-acétylglu- 

cosamine, N-acétylgalactosamine, galactose et fucose, les taux de 

mannose et d 'acide N-acétyl -neuraminique restant stables. Ceci pourrait 

s'expliquer par la présence de O-glycannes et par l'augmentation des 

structures tri et tetra-antennées ( 120). En outre, la glycosylation 

pourrait être en relation avec le stade de développement de l'em- 

bryon ( 1 1 ,  120). 

La glycosylation apparait tôt dans la synthèse des sous-unités 

de fibronectine (30). Initialement de type oligomannosidique, sen- 

sible 21 l'action de l'endo-N-ac6tylglucosaminidase H, les chaines 

glycanniques de typc N-acétyllactosaminique apparaissent, après 

dimèrisation de la molécule, avant sa secrétion. 

C - Rôle des glycannes 

L'utilisation de la tunicamycine (inhibiteur de la forration 

des dolichol-pyrophosphate N-a~étylglucosamines et de ce fait inhi- 

biteur de la biosynthèse des glycannes de type N-glycosidique) blo- 

que totalement la glycosylation de la fibronectine. L'obtention 

de fi bronectines non glycosylées a permis dl explorer le rôle 

joué par la partie glycannique '(41, 42). De ces etudes est ressorti 

le fait que la partie glycannique de la fibronectine n'avait pas de 

r6le fonctionnel apparent, puisque la fibronectine non glycosylée 

demeure active comme la molécule native dans les tests d'hémagglu- 

tination, d'adhésion cellulaire au collagène, d'étalement des cel- 

lules et de reversion de la morphologie des cellules transformées 

(23, 118). 



Dans certaines souches de fibroblastes résistant à la Ricine, 

la glycosylation de la fibronectine est affectée du fait des modifi- 

cations existant au niveau des glycosyl-transférases nécessaires a 

1 ' assemblage des N-glycannes ( 152). La fi brhectine synthétisée 

par ces mutants possède des structures glycanniques simplifiées et 

pourtant s ' intègre normalement dans la matrice extracel 1 ulai re des 

fibroblastes humains normaux. Parallèlement, la fibronectine syn- 

théti sée par des fibroblastes cultivés en présence de monens ine 

porte des glycannes de tjpe oligomannosidique et cependant, elle 

est secrétée dans le milieu de culture (100). Ceci semble indiquer 

que les structures glycanniques portées par la fi bronectine ne sont pas 

indispensables il sa secrétion. 

La fibronectine non glycosylée, synthétisée par des fibro- 

blastes cultives en présence de tunicamycine est nettement plus 

sensible à la dégradation par la Pronase ou d'autres protéases, et 

possède un "turn-over" plus élevé ( 118- 119). Les glycannes appa- 

raissent donc comrre stabilisateur de la molécule contre l'attaque 

protéolytique, protégeant plus particul ièrement le domaine de la 

molécule porteur du site de fixation au collagène (15). 

D - Comparaison entre fibronectines plasmatique et cellulaire 

Les fibronectines plasmatique et cellulaire possèdent des structures 

voisines, mais pas totalement identiques (Tableau II ) . Leurs masses 
moléculaires sont légèrement différentes et bien que les deux molé- 

cules soient très proches en ce qui concerne leur composition en 

acides aminés (Tableau III) et leurs structures secondaires et tertiâires, 

elles diffèrent par leur pHi (3), leur solubilité (2,3, 174), le nombre 

de liaisons disulfures intermoléculaires (174) et la structure de leur 



partie glycannique (Figure 2). 

Les structures de ces fibronectines ont été récemment comparées 

de maniere détaillée (9, 64). Il apparait que les fibronectines plas- 

matique et ce1 lulai re ont les mêmes domaines fonctionnels, résistants a 
1 'attaque protéolytique. Cependant, i 1 existe de légères délétions dans 

la structure comparée des deux molécules. Ces différences de structure 

ont 4té mises en évidence dans la partie centrale de la chaine peptidique. 

Ceci montre que la fibronectine plasmatique ne dérive pas de la fibronec- 

tine cellulaire par élimination d'un petit peptide d'une des extêmités 

de la molécule comme i l  avait été préalablement suggéré (9, 13, 64). 

L'utilisation d'anticorps monoclonaux est en faveur de l'existence d'une 

certaine variabilité de la séquence d'acides aminés et confirme que 

l'on est bien en pré'sence de deux molécules distinctes ( 9 ) .  

Ces différences de structure entre les deux types de fibronectines 

peuvent être corrélées 3 des modifications dans les propriétés biologiques 

des deux molécules (Tableau IV). En effet, elles agissent de manière 

différente sur la morphologie, l'alignement des cellules transformées 

cultivées in vitro et sur l'hémagglutination, la fibronectine ce~llulaire 

étant plus active que son homologue plasmatique , phénomène qui pourrait 

être partiel lement expl iqué par une différence d ' affi ni té entre fi bronec- 

tines plasmatique et cellulaire vis-a-vis de l'acide hyaluronique (99).  

Par contre, elles ont les mêmes propriétés dans l'attachement ce1 lu- 

laire et la phagocytose. 

Ces observations mtrent qu' i 1 s'agit bien de deux molécules 

distinctes, bien que très proches ; celles-ci pouvant être codées par 

des R.N.A.  messagers distincts. 



Tableau IV - Comparaison des activités biologiques des fibronectines 
plasmatique et ce1 1 ulaire ( 168) 

Activité biologique Activité spécifique relative de 
la f ibronectine ce1 lulaire/à une 
activité theorique de la f ibronec- 
tine plasmatique = 1 

Attachement des cellules au 
collagène (170) 

. Etalement des cellules au plasti- 
que (170,123) 

. Activité opsonisante/macrophages 
( 105) 

. Hémagglutination (170) 

. Restauration de l'organisation 
des cellules transformées ( 170) 

. Attachement des cellules trans- 
formées aux matériaux plastiques ( 7 7 )  2 - 3  



IV - Les domaines fonctionnels de la fibronectine 

La fibronectine est capable de se fixer directement et spéci- 

fiquement au collagène, aux proxéoglycannes et à un certain nombre 

d'autres "cibles" biologiques I Tableau V ) .  Du fait de ces 

interactions, elle intervient dans différents mécanismes biologiques. 

A première vue, la fibronectine pouvait être considérée comme 

une molécule peu spécifique, capable de "coller" 3 différents subs- 

trats comme un ciment cellulaire (glue-like molecule). En fait, i l  

apparai t que ces di verses interactions sont hautement spécifiques et 

qu'elles intéressent des zones différentes de la molécule qui coîn- 

cident avec les domaines structuraux mis en évidence par les métho- 

des biophysiques. Ces domaines correspondent A des parties de la 

molécule que 1 'on peut isoler tout en leur conservant 1 'activité 

biologique dont ils sont le siège. 

La technique utilisée pour isoler ces différents domaines a 

consisté en 1 ' ut.i 1 isation dl$nzymes protéolytiques tels que; 

chymotrypsine ou Pronase. Les protéases ont tendance, dans un 

premier temps, A attaquer la protéine au niveau des régions flexi- 

bles de la chaine polypeptidique et el les préservent les régions 

globulaires, compactes, souvent stabilisées par des ponts aisulfu- 

res, où les coupures sont plus difficiles. Ce phénomène, utilisable 

pour d'autres molécules à activité biologique, a permis d'isoler 

les différents sites actifs de la fibronectine à l'état natif. 

Deux méthodes sont possibles, comme l'indique la figure 3. i a  

première consiste à coupler la fibronectine à son ligand , par 

exemple de la gélatine fixée de manière covalente à des billes 

dlAgarose. Le complexe f ibronectine-1 igand est alors soumis à 



Tableau V - Les interactions de la f ibronectine (81 ) 

références 

. Collagène natif, gélatine 

. Fibrine, fibrinogène 

. F. XIIIa transglutaminase 

Protéoglycannes, héparine 

. Cellules 

. Staphylococcus aureus 

. Actine 

. D.N.A. 

. Acide hyaluronique 

. Gang1 iosides 

. Acétylchol i nestérase 

. Composant CIq au complément 

. Thrombospondi ne 



1 fixation au ligand 

attaque protéolytique 

1 attaque protéolytique 

1 fixation au ligand 

lavages 

élution 

Figure 3 - Méthode génerale de purification des domaines fonctionnels 
de la f ibronectine par chromatographie d '  affinité ( 168) 



1 'action des protéases. Après élimination de 1 'enzyme et des pep- 

tides non spécifiques, i l  est possible d'éluer le domaine considéré 

de son ligand insolubilisé. La seconde méthode consiste à digérer 

préalablement la fibronectine par des proteases et, ensuite, 3 pu- 

rifier le domaine spécifique par chromatographie d'affinité. 

A. Domaine spécifique du collagène 

La fibronectine possède un site de fixation au collagène qui 

a pu être isolé par plusieurs laboratoires. Il s'agit d'une frac- 

tion peptidique de 40 000 daltons, nettement définie au niveau 

structural, de forme giobulaire et résistant à l'action protéoly- 

tique (13, 55, 61, 133). Cette stabilité vient de l'existence d'un 

nombre élevé de ponts disulfures intra-caténaires, nécessaires au 

maintien de l'activité biologique (163), et à la présence de gly- 

cannes (les cinq glycannes portés par la molécule se trouvant au 

niveau de ce domaine) et l'on sait le rôle protecteur de ces deux 

facteurs vis-a-vis des enzymes de dégradation. L'état de complexité de 

ce domaine pourrait être le reflet d'une longue évolution, à partir 

d'un gène ancestral, de cette partie de la molécule. Contrairement 

a la fibronectine native, ce fragment biologiquement actif est in- 

capable d'induire la fixation des cellules. Par contre, i l  peut 

inhiber de manière compétitive cette fixation, prouvant ainsi 

qu'il est porteur de ilintégralité de l'activité. Ce domaine a pu 

être replacé 3 l'intérieur de la molécule, à proximité de l'extrê- 

mité N-terminale (12, 50, 139, 157). 



B. Domaine de fixation cellulaire 

L'interaction de la fibronectine avec la surface de la cellule 

lui confère un rôle essentiel dans les phénomènes d'adhésion cellu- 

laire. Cette activité est portée par un fragment protéolytique de 

160 000 daltons (60, 101, 131, 140). Ce fragment est incapable 

d'induire la fixation des cellules un film de collagène. Par 

contre, i 1 peut encore permettre 1 ' attachement et 1 'étalement des 

ce1 lules au matériau plastique des flacons de culture (60, 101 ) .  Ce frag- 

ment est relativement allongé et flexible bien qu'il contienne un 

domaine globulaire de 50 000 daltons spécifique de l'héparine. 

L'utilisation d'anticorps monoclonaux a permis d'isoler un petit 

peptide de 15 000 daltons conservant la propriete d'adhérer aux 

cellules (125). 

C, Domaines de fixation des protéoglycannes 

La fibronectine s'associe à l'héparine et cette interaction a 

vraisemblablement un rôle important dans l'organisation de la ma- 

trice extracellulaire et dans la phagocytose. La dégradation pro- 

téolytique de la molécule de fibronectine a permis de mettre en 

évidence trois régions distinctes de la molécule capables de 

s'associer à l'héparine (54, 63, 64, 67, 127, 132, 139, 140). L'une 

d'el les ss trouve dans la partie N-terminale de la molécule (64, 127, 

139, 140). La fixation de l'héparine au niveau de ce site est fonc- 

tion de la concentration en calcium (65) et inhibée à une concen- 

tration en sels de 0,5 M (127) .  Un deuxième domaine spécifique de 

l'héparine peut être obtenu par digestion pronasique. II s'agit 

d'un polypeptide de 40 O00 daltons, intégré dans la molécule au 



niveau de la partie C-terminale (54, 64, 67, 127, 132, 139, 140). 

Il apparait comme un domaine globulaire, compact, mais contraire- 

ment A celui du col lagène, i 1 ne possède pas de ponts disulfures 

intra-moléculaires (63). L'association de ce domaine avec 1 IiTépa- 

rine est beaucoup moins sensible a la force ionique (127) et indé- 

pendante de la concentration en ions divalents (65). Enfin, un 

troisième domaine ayant une affinité plus faible a été caractérisé 

dans la région centrale de la molécule (54). 

Pour l'instant, on ne connait pas encore la nature des interactions- 

permettant l'association de la fibronectine avec l'héparine, mais 

la présence de ces trois sites d'affinité nettement différen- ' 

cies fait pressentir 1 'existence d' un mécanisme complexe pouvant 

être modulé par l'environnement de la molécule. 

La fibronectine s'associe également à d'autres protéoglycannes 

et a l'acide hyaluronique. Ce site de fixation est nettement diffé- 

rencié de celui de l'héparine. Il n'existe pas d'inhibition de la 

fixation de 1 'un des composés par 1 l autre ; en outre, les cinétiques 

de fixation sont différentes. Ce site est particulièrement spéci- 

fique de la séquence disaccharidique [GlcUA ( P i - 3 )  GlcNAc ( 6  1-4) ]4-5, 

L'existence sur la molécule de fibronectine de sites de fi- 

xation différents pour le collagéne, l'héparine $t l'acide hyaluro- 

nique suggère que cette molécule doit jouer un rôle central dans 

l'organisation et dans l'associâtion de ces molécules dans la matri- 

ce extracellulaire. 

D. Autres sites de fixation 

La fibronectine s'associe avec la fibrine sérique et ce pheno- 

mène est important dans les premiers stades de la coagulation- La 



fibrine peut se fixer de façon covalente à la fibronectine sous 

1 l action du facteur XI IIa transglutaminase (58). Il existe plusieurs 

sites de reconnaissance de la fibrine ou du fibrinogene sur la mo- 

lécule de fibronectine (67, 73, 139). Cependant, la fixation cova- 

lente catalysée par la transglutaminase s'effectue au niveau d'un 

résidu de glutamine de l'extrêmité N-terminale de la molécule (83, 

Plusieurs autres interactions intéressent cette extrêmité 

N-terminale. Cette région se fixe à la paroi de Staphylococcus au- 

reus et 3 l'actine (64, 79, 88, 112, 137). Bien que les conséquen- - 
ces physiologiques de ces interactions ne soient pas connues pour 

le moment, la fixation de ces molécules à la fibronectine pourrait 

induire leur phagocytose par le systeme réticulo-endothélial. 

Enfin, le D.N.A. se fixe également en plusieurs endroits de la 

molécule de fibronectine (65, 176). 

V - Fonctions et rôles de la fibronectine 

La fibronectine intervient dans un grand nombre de phénomènes 

biologiques, mais la fonction qui apparait comme la plus développée 

et aussi comme la plus étudiée est celle qu'occupe cette glycoprotéïne 

dans les phénomènes d'adhésion cellulaire. 

A - Fibronectine et adhésion inter-ce1 idai re - 

La fibronectine peut induire l'adhésion inter-cellulaire. Des ce l lu -  

les obtenues par dissociation mecanique ou trypsique et placées dans 

des conditions de culture, voient leur adhésion augmenter par addition 

de fibronectine dans le milieu de culture. Le modèle le plus simple 



d'étude de l'adhésion cellulaire est l'agglutination des hématies. Des 

érythrocytes fixés à la glutaraldéhyde ou trypsinisés sont rapidement 

agglutinés par la fibronectine cellulaire et beaucoup moins par la 

fibronectine plasmatique (154, 170). 

Le mécanisme de la fixation de la fibronectine sur la surface 

cellulaire n'est pas encore connu. Il ne semble pas exister de région 

particulière de fixation de la fibronectine a la surface de la cellule 

(27). Des tests d'inhibition d'hémagglutination ont permis de montrer 

que les lipides acides permettaient d'inhiber la fixation cellulaire de 

la fibronectine. A cet égard, le ganglioside GT,b (Figure 4) est un 

très bon inhibiteur (89). Les gangliosides ne bloquent pas la fixation 

de la fibronectine au collagène mais inhibent l'attachement aux cellules. 

Le GTlb et le GD1a sont les inhibiteurs les plus actifs suivis du 

GD,b, , CM2 ; le GM3 n'étant pas inhibiteur (89). 

Ces glycolipides se fixent à la fibronectine au niveau du domaine 

de fixation cellulaire par leur partie oligosaccharidique (89, 169, 171). 

Les phospholipides sont également inhibiteurs de la fixation cellulaire 

nais à un degré moindre que les gangliosides (66, 171). Par contre les 

glycopeptides n'ont pas d'action décelable sur cette fixation ( 171 ) . Ces 

glycol ipides pourraient donc être des récepteurs membranaires de la fi - 

bronectine que l'on peut considérer comme une forme complexe de lectine 

animale. 

I l  a été également suggéré que le récepteur de la fibronectine 

pourrait être une protéïne ; la reconnaissance et la phagocytose par les 

macrophages, de billes de latex recouvertes de fibronectine étant inhi- 

bée par un traitement protéolytique préalable (56). En outre, des tra- 

vaux récents suggèrent qu ' une glycoprotéïne de 47 CO0 da1 tons pourrait 

être récepteur de la f ibronecti ne (8). 
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figure 4 - Structure de ganglioside GTlb. 



Actuellement donc, la nature du récepteur membranaire n'est pas 

encore clairement définie ; i l  pourrait s'agir d'une structure com- 

plexe associant glycol ipide(s) et glycoprotéïne(s) membranaires (8 ) .  

- 
B - Adhésion cellulaire un substrat 

La fibronectine permet l'adhésion des cellules en culture à un 

substrat et on peut distinguer 1 'adhésion des ce1 lules au col lagène de 

1 'attachement et de 1 'étalement aux matériaux plastiques des flacons de 

culture. Les protéoglycannes jouent également un rôle essentiel dans 

l'organisation de la matrice extracellulaire et dans ces phéncmènes 

d'adhésion. 

1 - Organisation de la matrice extracellulaire 

Les interactions existant entre fibronectine et héparine sont 

un facteur primordial de 1 'attachement des ce1 lules et les proxéogly- 

cannes se retrouvent en concentrations élevées au niveau des zones 

d ' adhésion. 

La fibronectine secrotée par les cellules ou ajoutée dans le 

milieu de culture, adhère spontanément au substrat de culture (matériaux 

plastiques ou film de collagène) tapissant le fond des flacons de 

culture. Cette "couche" de fibronectine semble indispensable à l'at- 

tachement et a l'étalement des cellules. Les protéoglycannes se 

fixeraient à ce fi lm de fibronectine, s'associant en complexes de 

trPs haute masse moléculaire et présentant ainsi un nombre élevé ae 

sites de fixation aux molécules de fibronectine fixées spécifiquement 

à la membrane plasmique de la cellule. Les protéoglycannes sembleraient 

donc agir comme agents de liaison, interagissant avec les molécules de 



fibronectine organisées en deux "couches" distinctes. 

La figure 5 schématise l'organisation de la matrice extracel- 

lulaire au niveau d'une zone d'adhésion. Elle montre l'organisation 

de la fibronectine associée aux protéoglycannes, à ia membrane cel- 

lulaire et au substrat. Cependant, la présence de trois sites de 

fixation de 1 ' heparine par monomère de fi bronectine nous fait pressen- 

tir l'existence de plusieurs types d'interactions possibles, ce qui 

est en faveur d'une structure supramoléculaire beaucoup plus complexe. 

En outre, au niveau de cette matrice, la fibronectine est souvent 

associée en complexes multimériques par formation de ponts disulfures. 

Enfin, la fibronectine fixée à la membrane serait en relation avec 

le cytosquelette, induisant les modifications de la morphologie de 

la ce1 lule qui accompagnent les phénomènes d! attachement et d 'étalement 

cellulaires. 

2 - Attachement des cellules au collagène 

La fi bronectine s ' associe aux différents isomères du col lagSne 

natif (types 1-IV) bien que 1 'affinité soit légèrement différente vis 

A vis de ces différentes formes. Par contre, son affinité augmente après 

denaturation du collagène. D'ailleurs, c'est la forme dénaturée de la 

molécule, la gélatine, qui est utilisée comme support d'affinité pour 

la purification de la fibronectine (44). In vitro, la fibronectine 

permet l'attachement des cellules il un film de collagène déposé au 
-- 

fond des flacons de culture. Cette fixation nécessite la présence de 

facteurs exogènes. L'acide hyaluronique semble, en particulier, augmenter 

l'affinité de la fibronectine pour le collagène (84, 131). 

Cependant, la fibronectine n'intervient pas dans la fixation 

de toutes les cellules. Elle n'a par exemple aucun effet sur l'atta- 



SUBSTRAT 

Figure 5 - Schema de 1 'organisation de la matrice dans 1 'adhesion 

a un substrat (collagène ou matériaux plastiques). 

FN : fibronectine ; HS-PG : heparane sulfate protéoglycannes ; MF : rnicro- 

filament5 ; MT : microtubules MP : membrane plasmique 



chement au collagène des chondrocytes et de certaines souches de 

cellules épithéliales ; ces dernières utilisant respectivement la 

chondronectine et la laminine (168). 

3 - Fixation des cellules aux matériaux plastiques 

L'attachement et 1 'étalement des ce1 lules au substrat (en général, 

le plastique) dans les cultures ae cellules nocessitent la présence de 

fibronectine. Certaines cellules utilisent la fibronectine du sérum 

ajouté fréquemment dans le milieu. Les cellules fibroblastiques, synthé- 

tisant leur propre fibronectine en quantité suffisante, ne nécessitent 

pas l'addition de fibronectine plasmatique dans le milieu de culture 

et s'étalent normalement sur le substrat (57). Certaines estimations 

suggèrent que 45 000 molécules de fibronectine sont nécessaires à 

l'étalement total d'une seule cellule fibroblastique (74). 

La fibronectine peut être utilisée dans certains cas particuliers 

de culture cellulaire, en l'absence totale de sérum. La fibronectine 

plasmatique purifiée peut. être préalablement fixée à la surface du 

flacon de culture, ce qui permet l'attachement et l'étalement de 

cellules ajoutées en suspension dans un milieu sans sérum. 

C - Propriet&s opsonisantes de la fibronectine 

La fibronectine plasmatique pourrait induire la fixation et 

1 ' ingestion de certaines substances par les macrophages et d ' autres 

cellules réticulo-endothéliales. Certaines études ont montré que, 

par exemple, des billes de latex recouvertes de gélatine étaient phago- 

cytées par les macrophages sous 1 'action d'un facteur non immun iden- 

tifié à la fibronectine (19, 20, 56, 59, 106, 151) .  cependant, ce phé-  



mène nécessite la présence d'héparine en concentration relativement élev6e 

dans le milieu d'incubation, taux largement supérieur à celui que l'on peut 

rencontrer in vivo. Il est possible que, dans l'organisme, ces deux molé- 

cules présentent une synergie d'action. 

La fibronectine est capable de se fixer a la bactérie Gram + Staphylo- 

coccus aureus ( 1 12, 137) . Cependant on ne sait pas s ' i 1 existe dl autres 
bactéries qui soient reconnues par la fibronectine et si cette fixation 

agit sur leur phagocytose par les cellules reticulo-endothéliales. 

D - Fibronectine, Hemostase et Thrombose 

La fibronectine joue un rôle important dâns 1 'hémostase et la thrombose, 

Pendant la coagulation, la f ibronectine se lie de manière covalente à la 

fibrine sous l'action du facteur XII1 a transglutaminase ( 113). La fibro- 

nectine peut également jouer un rôle au niveau de l'adhésion plaquettaire. 

Dans le cas d'une lésion vasculaire, les plaquettes sanguines adhèrent aux 

fibres de collagène de la paroi vasculaire. Or, l'addition de fibronectine 

semble augmenter l'adhésion des plaquettes. Le rôle de la fibronectine 

pourrait cependant se limiter à favoriser l'étalement des cellules sans 

intervenir dans la promotion de 1 'adhésion plaquettaire ni dans les phé- 

nomenes de dégranulation (81 ) . 
Le rôle de la fibronectine endogène plaquettaire, stockée dans les 

granulesa et qui se fixe à la surface des plaquettes lors de la dégranula- 

tion, n'est toujours pas connu. 

E - Fibronectine, mobilité cellulaire et chimiotactisme 

Il a été montré que la fibronectine pouvait augmenter 1 ' importance et 

le caractère directionnel de la migration des cellules fibroblastiques in vitro. 



Elle permettrait, en particulier, la migration des cellules isolées ainsi 

que la dispersion d'agrégats ce1 lulaires (5, 126). Les interactions avec 

le cytosquelette, les propriétés d'adhésion cellulaire et d'adhésion au 

substrat de la f ibronectine sont vrai semblablement impliquées dans ce phé- 

nomène mais, pour le moment, les mécanismes qui coordonnent ces différen- 

tes propriétés restent inconnus. Il est possible que les effets de la 

fibronectine sur la migration cellulaire et sur le chimiotactisme puissent 

être impliqués dans la réparation des tissus blessés. 

F - Fibronectine, dévef oppement embryonnaire et différenciation ce1 lu- 

laire 

Le rôle de la fibronectine dans la migration des cellules en culture 

est en faveur du fait que cette glycoprotéïne puisse induire ou guider la 

migration des cellules dans 1 'embryon, la f ibronectine étant associée à 

différentes zones de migration cellulaire de l'embryon (32, 69, 143). 

Parallèlement, i l  apparait une perte de la fibronectine cellulaire pendant 

la formation des tissus musculaire et carti lagineux dans le développement 

embryonnaire et des différences similaires dans le taux de fibronectine 

cellulaire ont également été décrites in vitro (25, 124). 

En outre, la fibronectine semble avoir un rôle d'inhibiteur de la 

différenciation cellulaire. L'addition de fibronectine exogene induit 

la dédifférenciation des chondrocytes avec un retour à des caractères de 

ce1 lules mésenchymateuses (morphologie, synthèse des protéo_glycannes 

sulfatés, type de collagène synthétisé). Il semble que la fibronectine 

doive disparaitre de ce tissu afin de permettre un développement normal 

du cartilage (124, 161). 

Un effet inhibiteur similaire a été observé in vitro sur la fusion des 

membranes plasmiques des myoblastes lors de la formation du tissu muscu- 



la ire. Des concentrations relativement élevées de fi bronectine inhibent 

la fusion des cellules bien que cette glycoprotéïne soit nécessaire a 

1 ladh6sion des ce1 lules dans les premiers temps de la culture (29). 

Le rôle Se la fibronectine dans les phénomènes de différenciation 

cellulaire suggère que cette molécule exogène possède une grande influence 

sur le métabolisme intracel lulaire. 

V I  - Biosynthèse et régulation 

La fibronectine est synthétisée dans le réticulum endoplasmique gra- 

nulaire. Le niveau de synthèse peut être régulé par la quantité de m RNA 

codant pour cette glycoprotéïne. Le m RNA de la fibronectine a été isolé et 

le DNA complémentaire a été cloné dans une bactérie (46). La fibronectine 

est synthétisée tout d'abord sous forme monomérique. Elle sê dimérise 

rapidement et la molécule néosynthétisée se retrouve exportée à l'extérieur 

de la cellule, portant alors des glycannes de type N-acetyllactosaminique, 

trente minutes après le début de la synthèse (30). 

La fibronectine est secrétée soit directement a la surface de la 

cellule où elle forme des structures multimériques par ponts disulfures 

intermoléculaires, soit dans le milieu de culture.-Les mécanismes de 

l'organisation de la fibronectine avec les autres macromolécules constituant 

la matrice extracellulaire ne sont toujours pas connus. La vitesse de 

renouvellement de cette glycoprotéïne à la surface cellulaire est rela- 

tivement lente, sa demi-vie étant de 30-36 heures (1 19). Celle-ci s'accé- 

lère sensiblement dans le cas de cellules transformées ou si la fibronec- 

tine n'est pas glycosylée, elle est alors plus sensible a l'action protéo- 

lytique (25, 80, 117, 118). 

Enfin, la syntnèse de la fibronectine peut être modulée par l'action 

d'hormones (25) et i l  semble qu'au niveau des cellules en culture, le taux de 

fibronectine diminue pendant la mitose L144). 



V I 1  - Fibronectine et cancer 

Nous avons vu, dans les chapitres précédents, le rôle important que 

joue la fibronectine dans les nombreux processus biologiques où son action 

a été mise en évidence (adhésion et organisation des ce1 lules dans la ma- 

trice tissulaire, opsonisation des macrophages, agrégation plaquettaire 

etc ...). L'intérêt porté à cette glycoprotéïne a permis de caractériser 

sa structure de manière relativement détaillée et en particulier de définir 

l'existence de différents domaines fonctionnels montrant l'étroite relation 

entre structure et fonctions de la f ibronectine. 

Les différents domaines semblent avoir des structures différentes en 

ce qui concerne leur taille, le degré de stabiiisation par des ponts disul- 

fures, et l'existence ou non de glycannes. Cette molécule n'en reste pas 

moins étirée et flexible dans son ensemble, ce qui laisse supposer l'exis- 

tence de régions charnières entre les différents domaines, régions parti- 

cul ièrement exposées 1 ' attaque protéolytique. Cette molocule est donc, 

bien que glycosylée, très sensible a la dégradation. 

A - Conséquences de la diminution de la fibronectine cellulaire 

Une des raisons de l'intérêt porté à la fibronectine est sa diminution 

de la surface des cellules transformées. Cette perte de fibronectine de la 

surface cellulaire caractérisée par Hynes en 1973 au niveau de culture de 

cellules viro-transf~rmées (75) a été mise en évidence par de nombreux 

auteurs utilisant différentes méthodes de marquage de la surface cellulaire. 

Cette diminution de la quantité de fibronectine a été caractérisée au 

niveau d'un nombre important de types cellulaires (Tableau VI). Ces cel- 

lules peuvent provenir soit de la transformation virale d'une cellule en 

culture, de tumeurs cancéreuses animales ou humaines établies en culture, 



Tableau V I  - Fibronectine et cellules transformées 

Diminution de la fibronectine de la surface des cellules transform6es par 

différents agents ( 148). 

PERTE DE LA FIBRONECTIE ASSOCIEE A LA W R A N E  

V I R U S  ANIML TYPE CELLULAIRE REFERENCES 

. Cornparison cellules normales/cellulee transformées viralement 
RSV Poulet cellules embryonnaires 86,119,128.1 49 1 60 

Bat N E ,  myoblastes L8 

Polyome Hameter NIL, BKK 21 51,52,71,75,122 
Souris 3T3, 3T6, C. embryon. 

SV 40 Homme 
Souris 

HSV Ramster NIL, BfIg 21 75,158 

MS? Souris 3T3 7 1 

Adénovirus Rat Cellules embryonnaires 26 

. Comparaison cellules normales/C. transformées par un virus thermosensible 
80,119,128,149 RSV 

Polyome 5 3 

DIUIMJTION DE LA SYISMESE CE FIBRONECTINE 

RSV Poulet Cellules embrgunnairee 119 

Astrocytome humain 150 

Sarcome humain 111,149,150 

Résultats discordants 22,40,82,104,121 , . 

Abréviations: RSV: virus du sarcome de Roüs 
9SV: virus du Sarcome de Hamster 
MSV: virus du Sarcome de la Souris 



ou de la transformation chimique ou spontanée de cultures cellulaires 

norma 1 es. 

Il nous parait important à ce niveau de redéfinir ce que 1 'on entend 

par cellule transformée, par opposition aux cellules "normales" (35). Le 

critère commun aux différentes ce1 lules cancéreuses, quel le que soit leur 

origine, est la tumorigénicité qui se définit comme la propriété d'induire 

la formation rapide de tumeurs malignes après injection de ces ce1 lules 

à l'animal. D'autres critères ne sont pas absolus, comme la modification 

de la morphologie, la perte de l'inhibition de contact, l'apparition de néo-an- 

tigènes, ou, comme dans le cas présent, la diminution du taux de fibronec- 

tine associée à la membrane, et ne peuvent être retenus comme preuves de la 

transformation maligne. Par opposition, une cellule en 1 ignée établie est 

considérée comme "normale", si elle n'est pas tumorigene. Les modifications 

des glycocon jugués des ce1 Iules transformées, phénomène qui va dans le 

sens d'une s impl if ication des glycol ipides (62) et d ' une polyantennarisation 
des glycoprotéïnes pourrait être également un caractère commun aux diffé- 

rentes cellules transformées. Cependant, ce phénomène de polyantennarisation 

semble se retrouver dans d'autres cas pathologiques. 

Comme nous l'avons vu ci-dessus, la perte de fibronectine de la surface 

cellulaire n'est pas un marqueur absolu de l'oncogénicité. En effet, i l  

existe un certain nombre d'exceptions a cette règle. Une cellule ne pos- 

sédant pas ou peu de fibronectine cellulaire n'est pas obligatoirement 

oncogène ; et inversement, i l  existe certaines cellules oncogènes dont le 

taux de fibronectine associée à la membrane reste normal (22, 40, 82, 104, 

121). 

La diminution de la fibronectine de la surface des cellules tumorales 

est souvent associée au pouvoir métastasant de la cellule, la fibronectine 

n'existant souvent qu'en très faible quantité au niveau des tumeurs (28, 

142). Nous avons vu le rôle primordial de cette glycoprotéïne dans l'orga- 



nisation de la matrice extracellulaire. La diminution de la fibronectine 

cellulaire a obligatoirement des conséquences au niveau de l'assemblage et 

de la structure de cette matrice, induisant une désorganisation du réseau 

fibri 1 laire qui entoure les ce1 lules. L'apparition de tumeurs secondaires 

par l'implantation de cellules tumorales au niveau d'organes cibles s'opère 

par essaimage des cellules de la tumeur primaire. Une désorganisation de la 

matrice extracellulaire ne peut que favoriser le départ des cellules de la 

tumeur primaire et on entrevoit ?t ce niveau les conséquences que peut avoir 

la diminution de la fibronectine cellulaire. Pour le moment on ne sait rien 

d' un hypothétique rôle de la f ibronectine plasmatique dans les phénomènes de 

métastase in vivo. 

Dans les cultures ce1 lulaires , la f ibronectine induit 1 'attachement et 

l'étalement des cellules au substrat.. la perte de cette glycoprotéïne et la 

désorganisation de la matrice extracellulaire qui en découle se traduit par 

des modif ications morphologiques des ce1 lules transformées. La plupart des 

cellules tumorigènes possèdent une morphologie caractéristique ; elles 

apparaissent comme de petites cellules rondes, n'adhérant que faiblement 

au substrat et réparties anarchiquement, avec l'existence de nombreux 

agrégats cellulaires. L'addition de fibronectine purifiée dans le milieu de 

culture de fibroblastes transformés entraine un réattachement spontané 

de la fibronectine à la membrane plasmique. La fibronectine se réarrange 

en un réseau fibrillaire apparemment normal et les cellules ont tendance à 

s'étaler au substrat reprenant ainsi une morphologie de cellule fibroblasti- 

que normale. En outre, lorsque les cellules parviennent a confluence, 

certaines souches ont tendance ?t s'aligner comme le feraient des cellules 

normales. Ce "retour à la normale" nécessite la réacquisition de l'adhé- 

sion intercel lulai re et ae 1 'attachement des ce1 Iules au substrat, phénomènes 

dans lesquels la fibronectine joue un rôle primordial. 

Parallèlement, la fibronectine agit sur 1 'architecture de la surface 



cellulaire. Elle diminue le nombre des microvillosités affectant la 

surface membranai re des ce1 lules transformées. Enfin el le permet le 

réarrangement du cytosquelette, perturbé dans les cellules transformées (6, 

164). Cependant, dans ce type d'expériences, i l  n'y a pas proprement par- 

ler "détransformation" de la cellule. L'addition de fibronectine exogène rend 

a la ce1 lule maligne les caractères morphologiques d' une ce1 lule "saine", 

mais elle n'en reste pas moins tumorigène (6, 164). 

Dans les expériences de "détransformation" uti 1 i sant des mutants viraux 

thermo-sens i bles dont 1 ' express ion peut être inhibée par élévation de la 

température, la fi bronectine péricel lulaire, détectée par immunofluorescence, 

réapparait une a deux heures après le début du processus et se développe 

avec une cinétique comparable 3 celle observée lors de la remise en cuiture 

de cell'ules trypsinisées ( 160). Ceci induit le réattachement et le réarran- 

gement de ces cellules sur le substrat. 

Durant la transformation, le phénomène est beaucoup plus difficile a 

observer. Le réseau dense de fi bronectine péricel lulaire ne disparai t que 

très lentement et i l  n'est pas possible d'apprécier de façon précise com- 

ment, au niveau d'une cellule, s'opère la dissociation de la matrice (80, 

160). 

Tous ces phénomenes peuvent être comparés à ce qui se passe au niveau 

des cellules en mitose. Pendant la division cellulaire, la cellule prend 

une forme sphérique et des études ont montré que le taux de fibronectine 

associée a la membrane diminuait sensiblement (144). La cellule can- 

céreuse peut être considérée comme une ce1 lule en perpétuel le division 

(la croissance cellulaire étant fortement augmentée dans les cellules 

transformées). Il est donc vraisemblable qu ' i 1 existe une interdépendance 

de ces différents phénomènes. 



B - Raisons de la diminution de la f ibronectine associée b la ~aeinbrane 

des ce1 lules transf o d e s  

Pourquoi la quantité de f ibronectine diminue-t-el le à la surface 

des cellules transformées ? La comparaison des propriétés structurales 

et biologiques des fibronectines normales et transformées a été entreprise 

afin de tenter d'expliquer ce phénomène. Pour le moment, cette question 

reste sans réponse et nous examinerons les différentes hypothèses avancées 

pour tenter d'expliquer cette diminution. 

1 - Diminution de la synthèse de la fibrowctine 

Nous avons vu que le taux de synthèse de la fibronectine pouvait être 

régulé par la quanti te de RNA messager codant pour cette glycoprotéïne . 
Sa diminution de la surface des cellules cancéreuses pourrait donc être 

partiellement expliquée par une diminution sensible du taux de in RNA de 

la fibronectine (1). Il est d'ailleurs vraisemblable que cette régulation de 

la transcription génique soit également il l'origine de la diminution de 

f ibronectine dans les ce1 lules en mitose. Cependant, certaines ce1 lules 

transformées ne possédant pas ou peu de fibronectine associée à la membrane 

ont un taux de synthèse quasiment normal (68) et, bien que certaines +tudes 

aient démontré 1 ' existence dl une diminution de cette synthèse associée à 

la transformation ( 1 ,  77, 119) ,  ce phénomène ne peut expliquer que par- 

tiellement la désorganisation totale de la matrice extracellulaire et 

d'autres altérations doivent être en cause. 



2 - Augmentation de la sensibi 1 i té aux protéases 

ia poss ibi 1 i té d'une dégradation protéolytique de la fi bronectine 

associée a la transformation ma1 igne a été avancee ( 102, 119, 162) . En 
particulier, lors de sa purification, la fibronectine transformée est très 

sensible 1 ' action des protéases ( 158). Pour l ' instant, les travaux effectués 

afin de vérifier cette hypothèse n'ont pas permis de montrer de manière 

évidente llexistence de cette dégradation au niveau de lamatrice extracellu- 

laire bien que le turn-over de cette glycoprotéine soit plus rapide dans 

le cas des cellules transformées (102, 117, 119). 

3 - Modifications de structure de la fibronectine des cellules 
transformées 

Des travaux récents ont tenté de caractériser au nivesu de la fibronecti- 

ne des cellules transformées, des modifications de structure qui pourraient 

expliquer sa disparition de la surface cellulaire. Il ne semble pas que la 

fibronectine transformée ait une structure primaire modifiée. Elle est se- 

crétée dans le milieu de culture sous forme dimérique et les fragments 

obtenus par dégradation protéolytique ménagée sont parfaitement comparables 

a ceux de la fibronectine normale (4, 158). Par contre, elle pourrait 

posséder une structure secondaire différente. La fibronectine transformée 

semble plus sulfatée (165) et/ou plus phosphorylée (4). Ces modifications 

des charges portées par la molécule peuvent induire des modifications de sa 

transformation, modifications qui pourraient expliquer l'abaissement du 

point isolectrique ( 134),  1 ' augmentation du nombre de groupements amines 

libres accessibles à 1 'action de la transglutaminase ( 129), 1 ' augmentation 

de la sensibilité aux protéases ( 158) et les changements aans la réponse 



immunitaire de la molécule. La modification des structures glycanniques et 

en particulier l'augmentation du nombre de résidus d'acides sialiques 

pourrait également modifier la charge globale et la conformation de la mo: 

lécule. 

La diminution de la quantité de fibronectine associée la membrane 

pourrait donc être dûe à un changement de conformation induisant une perte 

d'affinité de cette glycoprotéïne vis-a-vis de la membrane cellulaire. 

4 - Perte des récepteurs de la fibronectine à la surface de la 

ce1 Iule transformée 

La diminution de fibronectine de la surface cellulaire pourrait éga!e- 

ment être dûe il une disparition ou A une diminution des récepteurs membranai- 

res de la fibronectine. Les interactions qui régissent la fixation de cette 

glycoprotéïne à la membrane ne sont pas encore parfaitement définies, mais 

les gangliosides et,en particulier le gangiioside GT,b,semblent jouer un 

rôle important dans cette fixation (89). Le rôle d'une glycoproteïne de 

47 000 daltons a également éti suggéré dans 1 'adhésion de la fibronectine 

aux cellules (8). Comme les troubles de la glycosylation semblent affec- 

ter à la fois glycolipides et glycoprotéïnes cellulaires, la perte de 

fibronectine extraceilulaire pourrait être causée par des modifications 

de ces constituants importants dans sa fixation (8). En particulier, des 

tests d'inhibition d'hémagglutination ont montré que des gangliosides 

plus simples que les GT,b semblaient avoir moins d'affinité vis à vis de la 

fibronectine et la transformation maligne s'accompagne d'une simplification 

des structures glycanniques des glycol ipides membranaires ( 6 2 ) .  Cependant 

cette hypothèse est en contradiction avec le fait que l'introduction de 

fibrûnectine exogène dans le mi lieu de culture de ce1 lules transformées 



induise dans de nombreux cas leur réattachement au substrat. La diminu- 

tion de la fibronectine de la membrane et la perte d'adhésivité cellulaire 

qui en découle semblent donc résulter d'un processus complexe induit 

par la modification de différents facteurs cellulaires qui pourraient être 

modulés en fonction du type cellulaire et, bien que plusieurs hypothèses 

soient actuellement avâncées, aucune explication n'est encore donnée a 

cette perte de fibronectine péricellulaire. 



TRAVAUX PERSONNELS 

Afin d'essayer de mieux comprendre ces phénomènes et de mieux 

définir les modifications de structures des glycannes de la fibronec- 

tine des cellules transform4es, nous avons entrepris 1 'étude de la 

partie glycannique de cette glycoprotéïne isolée des milieux de cul- 

ture de fibroblastes viro-transformés. 

Pour cela, nous avons utilisé un schéma de fractionnement mis 

au point au laboratoire par Debray et al. (36) pour I 'étude des rnodifi- 

cations de structures des glycoprotéïnes cellulaires. Ce schéma de 

fractionnement est basé sur l'incorporation au niveau des chaines 

glycanniques de monosaccharides radioactifs ajoutés dans le milieu de 

culture cellulaire et comparaison en double marquage du comportement 

chromatographique des glycopeptides pronas iques et des glycannes de 

fibronectine transformée par rapport à ceux de la fibronectine cellulaire 

normale. 

Après purification, les glycopeptides ont été CO-chromatographiés : 

- en fonction de leur masse moléculaire par chromatographie de tamisage 
moléculaire 

- en fonction de leur affinité vis-a-vis de la Concanavaline A et de la 
lectine de Lens culinaris, insolubilisées sur Sepharose 

- après 1 i bération des glycannes par hydrazinolyselN-réacétylation , en 

fonction de leur charge par chromatographie liquide haute performance 

d'échange d'ions. 

Cette technique de fractionnement permet d'obtenir des résultats à 

la fois qualitatifs et quantitatifs sur la nature des structures glycan- 



niques étudiées. En outre, l'utilisation de produits radioactifs 

permet de travailler sur des quantités faibles de produit tout en 

négligeant la contamination par des protéïnes du sérum de veau ajouté dans 

le milieu de culture comme facteur de croissance. 



MATERI ELS ET METHODES 

Ce chapitre rappelle brièvement les techniques que nous avons 
utilisées lors de cette étude. 

Les monosaccharides radioactifs : D - 11 - I4c] glucosamine, 
O -[6 - 3 ~ 1  glucosamine et D - CE - 3~~ Mannose proviennent de la firme 
Amersham ; les supports d'affinité : Gélatine-Sepharose 4-8, Con-A-Se- 
pharose 4-8, Protéïne A-Sepharose 4-8 proviennent de la firme Pharma- 
cia. Le S.O.S., l'acrylamide et le N,N' - méthylènebisacrylarnide de 
B.D.H. laboratories ; le P.M.S.F. de Eastman Co (U.S.A.) ; la Pronase 
de Calbiochern (U.S.A.) et 1 'hydrazine anhydre de la société Pierce. 

A, Conditions de culture cellulaire et de marquage métabolique- 

Dans cette étude, nous avons utilisé comme ce1 lule de référence le 
fibroblaste embryonnaire de hamster (cellule E.H.) et comme cellule 
transformée, le fibroblaste de rein de hamster transformé par le virus 

esseur du sarcome de hamster (cellule BHK -HSV) . Nous remercions le Prof- 
L. Montagnier de l'Institut Pasteur de Paris qui nous a fourni ces 
souches cellulaires. 

Ces cellules sont maintenues en culture dans le milieu minimum de 

Eagle complété par : NaHC03 33 mM ; L. Glutamine, 2 rnM ; Bactotryptose, 
0,3 % : Auréomycine, 5 pg/ml ; Fungizone, 25 pg/rnl ; 10 % de sérum de veau 
nouveau-né. Dans certains cas, la fi bronectine du sirum de veau est 

éliminée par chromatographie d'affinité sur Gélatine - Sepharose 4-8 
(44)  

Le marquage métabolique est effectué par addition dans le milieu 
de culture, au inoment du repiquage, pour les cellules E.H., de 125 pCi 
de U - L ~ - ~ H J  glucosamine (activité spécifique 30 Ci/mM) ou de 

3 D - [Z- Hl Mannose, (activité spécifique 15 Ci/mM) et pour les cellu- 
14 les BHK-HSV, de 25 pCi de G - [l- CI glucosamine (activité 55 mCi/rnM) 



Ces ce1 lules sont cultivées en présence du précurseur radioactif 
penaant 48 a 72 heures afin d'obtenir une culture conf luente. 

8. Purification de la fibronectine 

Après marquage métabolique, la fibronectine est isolée des milieux 
de culture par chromatographie d'affinité sur colonne de Glatine-Sepha- 
rose 4-B (44) selon la méthode décrite par Wagner et al (158). Le milieu 
de culture (environ 30 ml) est récupéré, additionné dlE.D.T.A. et de 
P.M.S.F. (préalablement dissout dans 1 ml d'éthanol) à une concentration 
de 5 mM et 2 mM respectivement. Ce milieu est ensuite réfrigéré à 4°C 

et centrifugé a 2 000 rpm afin d'éliminer les cellules en suspension. 
Ces étapes pré1 iminai res sont effectuées le plus rapidement possible 
afin de limiter au maximum la dégradation protéolytique. 

A ce stade, le milieu débarassé des cellules en suspension est, soit 
stocké congelé à - 20°C, soit directement injecté sur la colonne d'affi- 
nité. Avant la colonne de gélatine-Sepharose 4-0 ( 10 x 1,5 cm) le mi lieu 

de culture est passé sur une colonne de Sepharose 4-8 ( 10 x 1,5 cm) 
afin d'éliminer d'éventuels contaminants non-spécifiques. Ces deux co- 
lonnes sont montées en série et équilibrées dans le NaCl/Pi additionné 
dlE.D.T.A. (2 mM) et de P.M.S.F. (2 mM), le débit étant d'environ 10 mllh. 
Après un lavage prolongé par le même tampon (vérifié par mesure de la 
0.0. à 280 nm et comptage de la radioactivité d'une aliquot de l'élu- 
at), la fibronectine est él~ée de la colonne de Gélatine-Sepharose 
4-8 par 1 ' urée 4M dans le NaCl/Pi . Des fractions de 2 r n l  sont récupérées 
et l'élution est suivie par mesure de la radioactivité. Le pic radioac- 

tif élué est dialysé dans l'eau 
Toutes les étapes de ce fractionnement sont effectuées à 4°C. 

C, Electrophorèse en gel de polyacrylamide S .D.S. 

L'électrophorèse en gel de polyacrylamide S.D.S. des fractions 
purifiées de fibronectine est effrctuée selon la technique de Kerkaert 
(87) utilisant le système tampon discontinu de Laemmly (96,97). Nous 
avons utilisé comme gel de séparation, un gradient de polyacrylamide 
de 5 à 25 %, le gel de concentration étant de 5 %. La masse moléculaire 

est déterminée par rapport à un mélange de protéines temoins provenant 
de la firme Pharmacia (High molecular weight calibration kit proteins) . 



Après concentration, les Gchanti 1 lons (50 000 dpm environ) sont repris 
par 50 pl de Tampon TrislHC1 0,3 M pH 8,9 ; 5 % S.D.S. ; 5 % B-mercap- 
toéthanol ; 20 % glycérol ; le bleu de bromophénol est ajouté comme 
témoin de migration. Avant l'injection, les échantillons sont portés à 

100°C pendant 2 minutes. Après électrophorèse et séchage du gel , la 
fibronectine marquée est visualisée par autoradiographie. 

D. Immunoprécipitation 

Vu les quantités très faibles de fibronectine isolée à partir des 
mi 1 ieux de cultures des ce1 lules transformées, i 1 nous était impossible 
de réaliser une immunopréci pi tation classique. Nous sommes donc passés 
par l'intermédiaire de la protéine A de Staphylococcus aureus insolubi- 
lisée sur Sepharose 4-8 pour précipiter la fibronectine. L'échantillon 

concentré est repris par 1 ml de NaCl/Pi ; E.D.T.A. : 5 mM ; P.M.S.F. : 

2 mM. 
L'antiserum anti-fibronectine (10 pl) est préalablement incubé 

avec 25 pl de protéine A-Sepharose 4-8 en suspension dans 200 pl de 
NaClIPi. Après 1 heure à 30°C et plusieurs lavages par le NaClIPi, 
le complexe Ig-G antifibronectine-Protéine A-Sepharose 4-B est ajouté 
à 1 'échanti 1 Ion. Après 16 heures à 4OC et plusieurs lavages par 1 ml 
de NaCl/Pi, le complexe antigène-anticorps est repris par 50 pl de 
tampon d'électrophorèse et les bandes radioactives sont visualisées par 
électrophorèse et autoradiographie. 

E. Préparation des glycopeptides 

Les glycopeptides sont préparés à partir des échantillons de fibro- 
nectine purifiée par hydrolyse pronasique selon la méthode de Muramatsu 

et al (1 15). Après concentration, les échantillons sont repris par 
7 ml de tampon Tris/HCl 0,14 M pH 8,4 ; CaC12 14 mM , additionné de 5 
mg de Pronase. L'hydrolyse est réalisée à 37OC pendant 72 h sous légère 
agitation, 2,5 mg de Pronase étant ajoutés après 24 h et 48 h d'incu- 

bation. Après hydrolyse, l'excès de Pronase est dénaturé par chauffage 
2 minutes à 100°C et les échantil lons glycopeptidiques sont purifiés 
par gel filtration sur Biogel P2 équilibré dans l'eau. 



3 A ce niveau, les glycopeptides marqués par la D-[6- Hl glucosa- 
mine (cellules normales) et D-[I-'~c] glucosamine (cellules transfor- 
mées) sont rassemblés et toutes les étapes suivantes sont réalisées 
en mélange, la mesure de la radioactivitéétant effectuée par comptage 
en double marquage dans un compteur à scintillation liquide Beckman 
LS 9 000. 

F. Libération des glycannes par hydrozinolyse et N-r6acétylation 

Les glycannes sont préparés par hydrazinolyse des fractions gly- 
copeptidiques selon la méthode de Bayard et Montreuil ( 14). Les échan- 
tillons lyophilisés sont dissous dans 0,5-1 ml d'hydrazine anhydre 
et portés à 105OC pendant 20 heures. L'hydrazine est évaporée sous 
courant d'azote, avec plusieurs rincages par le toluène, le résidu 

sec est mis dans un dessicateur sous [H2S041 afin d'éliminer les 
traces d'hydrazine. 

Les glycannes 1 i bérés sont alors N-réacétylés par 1 'anhydride 

acétique. Les glycannesdésacétylés sont repris par 0,3 ml de NaHC03 
saturé auxquels on ajoute 3 x 10 pl d'anhydride acétique à 1 heure 
d' intervalle. A la fin de la réaction l'excès de NaHC03 est neutra- , -. i t  ,-Y . 

lise par 1 'acide acétique à 1 %. Les échantillons sont ensuite des- i ! '... . 
salés sur une colonne de Biogel P2 équilibrée dans l'eau. Les glycan- 
nes purifiés sont ensuite concentrés à l'évaporateur rotatif, repris 

par 2 ml diH20, filtrés sur filtre Millipore 0,22 pm et lyophilisés. 

G,  Gel filtration 

Les glycopeptides pronasiques et les glycannes libérés par 
hydranizolyse ont été chromatographiés par Gel filtration sur une 
colonne d' Ultrogel AcA 202 ( 1,6 x 100 cm) équi 1 ibrée dans un tampon 
Tris/HCl 50 mM pH 7,4 ; NaCl 0,17 M. Les échanti 1 lons concentrés 
sont repris par 0,5 ml de tampon et injectés sur la colonne. Le 
débit d'élution est de 9 ml/h et des fractions de 1,5 ml sont re- 
cueillies. Le volume d'exclusion est de 60 ml (40 fractions) : 
une aliquot de chaque fraction est prélevée pour comptage de la 
radioactivité et les résultats sont exprimés pour chacun des isoto- 

pes en fonction de la raaioactivité totale. 



H. Chromatographie d ' affinité sur colonnes de lectines insolu- 
bi 1 isées 

1, Fractionnement sur colonne de Con A-Sepharose 4-8 
Les échantillons glycopeptidiques sont fractionnés en fonction 

de leur affinité vis A vis de la Con A-Sepharose 4-8 (colonne de Con A- 
Sepharose 4-8 Pharmacia de 10 x 1 cm, équilibrée dans un tampon Acétate 
de sodium 5mM pH 5,2 ; NaCl O,1 M ; CaC12 1 mM ; MnC12 1 mM ; MgC12 
1 mM). A ce pH, la Concanavaline A se trouve sous forme dimérique. 
Les échantillons sont repris par 0,5 ml de tampon, injectes, et la 
colonne rincée par 30 ml de tampon (5 fois son volume), puis éluée 
par 1 'a-M. Glc (a-methyl-D-glucoside) ; tout d'abord par 30 ml 
d'a-M. Glc 10 mM, puis par 30 ml d'a-M. Glc 0,3 M y  en solution dans 
le même tampon. Le débit d'élution est de 9 ml/h et on recueille des 
fractions de 1,5 ml. Les différents pics d'élution obtenus sont des- 

salés sur Biogel P2 équilibré dans l'eau et repris par 0,5 ml de 
NaCl/Pi en vue du fractionnement suivant. 

2, Fractionnement sur colonne de L.C.A.-Sepharose 4-0 

Les différentes fractions obtenues sur Con A-Sepharose 4-B sont 
chromatographiées sur colonne de Lens Culinaris agglutinine immobili- 
sée sur Sepharose 4-8 par la technique au bromure de cyanogène (103), 
à raison de 5 mg de lectine par millilitre de gel. La préparation de 
L.C.A. utilisée pour le couplage a été effectuée au laboratoire selon 
la méthode de Toyoshima et al (147). La colonne (10 x 1 cm) dans le 

NaClIPi et le fractionnement a été effectué dans les mêmes condi- 
tions de débit que précédemment. Après rinçage par 30 ml de NaClIPi , 
la colonne est éluée par l'a-M.Glc 0,15 M en solution dans NaClIPi. 
Les fractions glycopeptidiques obtenues sont ensuite dessalées sur 
Biogel P2 équilibré dans l'eau et lyophilisées afin d'être soumises 
à l'action de l'hydrazine. 

1. Fractionnement des glycannes libérés par hydrazinolyse, par 
chromatographie liquide haute performance d'échange d'ions 

Les glycannes libérés par hydrazinolyse et N-réacétylés ont été 
fractionnés, en fonction du nombre de résidus d'acides sial iques, par 

H.P.L.C. d'échange d'ions sur une colonne Micropak AX-10 (Varian AS- 
sociates) selon la néthode de Baenziger et Natowicz ( 10). 



i es conditions expérimentales sont les suivantes : phase mobi le : 

H20 ; élution par un gradient discontinu de KH2P04 pH 4,O ; débit 
1 ml/min. ; fractions 0,64 ml comptées directement en scintillation 
liquide. Après lyophilisation, les échantillons préalablement filtrés 
sont repris par H20 (50 1 ) et injectés. la colonne étant équi 1 ibrée 
dans l'eau. Après 10 minutes de rinçage, la concentration en KH2P04 
est amenée linéairement de O à 25 mM en 10 minutes. Cette concentra- 
tion est maintenue à 25 mM pendant 5 minutes, puis augmentée, toujours 
linéairement, à 100 mM en 30 minutes. La fraction neutre n'est pas rete- 
nue sur la colonne et éluee directement par H20, les glycannes acides 
étant élués par des concentrations croissantes de KH2P04. 

Pour étalonner la colonne, nous avons utilisé les glycannes de 
l'orosomucoïde libérés par hydrazinolyse et N-réacétylés par i'anhy- 
dride acétique 14c. Comme précédemment, les résultais sont exprimés 

en pourcentage de la radioactivité totale de chaque isotope. Les quan- 
tités injectées variant entre 10 et 50 000 d.p.m. 



RESULTATS 

1 - Purification de la fibronectine 

Bien que la fibronectine semble disparaitre de la surface des 

fibroblastes transformés, une fi bronectine peut être isolée, après 

marquage métabolique, il partir des milieux de culture des cellules 

transformées. Afin d'en étudier la partie glycannique, nous avons effec- 

tué le marquage par addition dans le milieu de culture, de monosaccha- 

rides radioactifs. Ceux-ci, en s'intégrant dans les chaines glycanniques 

de la fibronectine néo-synthétisée, nous ont permis de travailler sur 

des quantités de produits très faibles. Cette étude a été effectuée par 

comparai son du comportement chromatographique des fractions gl ycopepti - 
diques et/ou glycanniques obtenues a partir des deux types de cellules. 

3 Nous avons donc utilisé pour le marquage, des isotopes différents ( H 

pour les cellules normales, 14c pour les cellules transformées) ce qui 

nous a permis de CO-chromatographier ces deux fractions en mélange, di- 

minuant ainsi les causes d'erreurs. 

Les quantités de f ibronectine marquée, exprimées en dpm, purifiée 

par chromatographie d'affinité sur Gélatine-Sepharose 4-8, diminuent 

sensiblement dans le cas des cellules transformées et varient également 

en fonction du précurseur utilisé. Dans le cas d'un marquage par la 

D-glucosamine, nous avons obtenu en moyenne après élution, un pic de 

3 radioactivité d'environ 400 000 dpm H pour les cellules normales, 

alors qu' i 1 n'est que de 60 000 dpm I4c par flacon de culture pour les 
ce1 lules transformées. Cependant afin de poursuivre la sui te du frac- 

tionnement en double marquage, les glycopeptides pronasiques ont été 



mélangés en quantité égale, le comptage de la radioactivité pouvant 

être faussé par un trop large excès de l'un des isotopes. 

Dans le cas d'un marquage par le mannose radioactif, seul le pré- 

curseur tritié (D-[~-~HI Mannose) a été utilisé. En effet, 1 'utilisation 

du D - ~ u - ' ~ c ~  Mannose ne permet pas d'obtenir un marquage spécifique des 

résidus de mannose de la glycoprotéïne. La spécificité du marquage a été 

vérifiée par hydrolyse des glycopeptides par 1 ' acide trif luoroacétique 

et séparation des monosaccharides libérés par chromatographie descendante 

sur papier, Les glycopeptides obtenus à partir des deux types de fibro- 

nectine sont donc, dans ce cas, fractionnés séparément. L'incorporation 

du D - ~ ~ - ~ H I  Mannose dans les chaines glycanniques est beaucoup plus 

faible pour les deux types ceIlulaires et la radioactivité récupérée 

dl autant plus réduite pour les ce1 lules transformées. 

Les ce1 lules transformées secrètent une fi bronectine dimérique 

possédant la même affinité vis-à-vis du collagène dénaturé que la fibro- 

nectine cellulaire normale (158). Elle migre en électrophorèse en gel 

de polyacrylamide S.D.S. après réduction comme un polypeptide de 210 000 

à 230 000 daltons. Cependant, nous avons observé une nettê augmentation 

de la sensibilité de la fibronectine transformée à la dégradation pro- 

téolytique pendant les étapes de purification bien que celles-ci soient 

réalisées en présence d' inhibiteurs des protéases (E.D.T.A. et P.M.S .F. ) 

et à 4°C. Il est apparu dans nos ?réparations des fragments peptidiques 

et, en particulier, un fragment majeur de 100-110 000 daltons de masse 

moléculaire, g lycosylé car visual isé par autoradiograph ie après marquage 

métabolique (Figure 6). 

Afin de vérifier que ce fragment purifié par chromatographie d'affi- 

nrté sur Gélatine-Sepharose 4-B provenait bien de la dégradation de la 

fibronectine sécrétée par les ce1 lules transformées, nous 1 'avons fait 

réagir avec des anticorps anti-fibronectine en utilisant la méthode 



Figure 6 - Autoradiographie de 1 'électrophorèse en gel de polyacrylamide 
S.D.S. de la fibronectine purifiée par chromatographie d'affinite sur 

gélatine-Sepharose 4-8 (marquage par la glucosamine). 
A. cellules normales, B. cellules transformées. 
ies fleches indiquent la position des témoins de masse moléculaire. 



d'imrnunoprécipitation décrite précédemment. Nous avons pour cela 

utilisé des anticorps anti-fibronectine plasmatique humaine, ceux-ci 

interréagissant avec la f ibronectine d'un grand nombre d' espèces (93). 

L'autoradiographie de l'électrophorèse en gel de polyacrylamide S.D.S. 

du complexe antigène-anticorps nous a montré que les anticorps ant i -f i - 
bronectine reconnaissaient ce fragment polypeptidique, démontrant qu'il 

s'agissait bien d'un fragment protéolytique de la fibronectine trans- 

formée et non d'une autre glycoprotéïne secrétée par la cellule trans- 

formée, possédant une affinité vis-à-vis du collagène. Il existerait 

donc, au niveau de la fibronectine transformée, une zone plus sensible 

à la dégradation protéolytique dans la partie centrale de la moiécule. 

Il est peu probable que la fibronectine soit dégradée avant d'être 

secrétée dans le milieu de culture. Cette augmentation de la sensibilité 

vis-à-vis des protéases pourrait être dûe soit à une modification de la 

conformation de la chaine peptidique associée à la transformation qui 

favoriserait 1 'action des enzymes de protéolyse dans la partie centrale 

de la molécule, soit il un accroissement de cette activité dans le mi 1 ieu 

de culture des cellules transformées. 

Dans tous les cas, ce phénomène peut être en relation avec la 

diminution du "stock" de fibronectine associée a la membrane des cellules 

cancéreuses. ces observations sont en accord avec le fait que la vitesse de 

renouvellement de la fibronectine soit plus élevée dans le cas des crllules 

transformées. 

Ce fragment conserve une grande affinité vis-à-vis du col lagène déna- 

turé. Il est donc porteur du domaine de fixation du collagène, domaine 

au niveau duquel sont regroupés les glycannes de la fibronectine. Le 

fait d'obtenir une f ibronectine transformée partiel lement dégradée ne 

gène donc en rien 1 'étude de sa partie glycannique; celle-ci etant réa- 

lisée sur les glycopeptides et les glycannes isolés. 



11 - Fractionnement par gel filtration sur colonne dlUltrogel 
AcA 202 

A - Fractionnement des gl ycopept ides marqués 

La gel fi 1 tration des glycopeptides obtenus par digestion pronas ique 

de la glycoprotéïne marquée soit par la glucosamine, soit par le mannose, 

montre q u ' i l  existe une différence importante de masse moléculaire de la 

partie glycannique de ces deux types de fibronectines (Figures 7a et 7b). 

Ceci indique que l'augmentation de la masse moléculaire des structures 

N-glycanniques associée à la transformation maligne et mise en évidence 

au niveau des cellules entiPres ou de la membrane cellulaire par trypsina- 

tion de la surface des cellules en culture (36, 159) est également le 

fa1 t de cette glycoprotéïne particul ière. 

Dans le cas de la fibronectine transformée, nous pouvons observer 

un enrichissement en glycopeptides de masse moléculaire élevée (frac- 

tions 40 a 60) qui n'existent qu'en faible quantité dans la fibronec- 

tine normale. En outre, le profil d'élution obtenu est relativement 

hétérogène ce qui témoigne de la complexité de cette fraction glycopep- 

tidique . Inversement, dans le cas de la f ibronectine normale, le prof i 1 
obtenu, beaucoup plus homoggne (fractions 60 85), correspond à des gly- 

copeptides de masse moléculaire plus faible. Il est à noter que cette 

famille glycopeptidique est également présente au niveau de la fibro- 

nectine transformée, mais en proportions beaucoup plus faibles. 

B - Fractionnement des glycannes 

Nous avons effectué le même type de fractionnement sur les glycannes 

obtenus par hydrazinolyse/N-réacétylation des giycopeptides pronasiques 



DPM % 

Figure 7a - Gel filtration des glycopeptides marques a la glucosamine 
sur colonne d l  ultrogel AcA 202 ( 100 x 1,6 cm) équi 1 ibrée dans un tampon 
Tris/HCl 50 m i ~ i  pri 7,4 ; NaCl 3,17 14. Débit 9,O ml/h ; fraction 1,5 ml 

(U ) cellules normales 

( - ) ce1 lules transformées 
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3 Figure 7b - Gel fi ltration des glycopeptides marques au [2- Hl Mannose 
sur colonne d'ultrogel AcA 202 (mêmes conditions qu'à la figure 7a j 

(M) ce1 lules normales 
( -e ) ce1 lules transformées 



marqués par la glucosamine. L'hydrazinolyse permet d'éliminer l'hétéro- 

généïté de la partie peptidique, due à l'existence d'un nombre de ré- 

sidus d'acides aminés variable au niveau du point d'attaque des glycan- 

nes et d'obtenir un profil de gel filtration plus simple. 

Dans ce cas, nous avons obtenu un profil similaire à celui des gly- 

copeptides bien que légèrement déplacé vers les faibles masses molécu- 

laires i Figure 8). Les glycannes provenant de la f ibronectine normale 

présentent un profil plus simple (fractions 60 à 90). L'augmentation de 

la masse moléculaire demeure au niveau des glycannes de la fibronectine 

transformée ainsi que le caractère hétérogène de cette fraction (frac- 

tions 45 à 100). 

Ces résultats nous confirment que 1 'augmentation de masse moléculaire 

des glycopeptides cellulaires associée A la transformation maligne est bien 

le fait d'une modification de la partie glycannique, modification allant 

dans le sens d'un alourdissement de ces structures. 

II 1 - Fractionnement des glycopeptides par chromatographie d' affinité 
sur colonnes de lectines insolubilisées 

A - Fractionnement sur Con A-Sepharose 4-B 

Les glycopeptides isolés des f ibronectines normale et transformée 

ont été cofractionnes sur colonne de Con A-Sepharose 4-8 (Figure 9 ) .  

La spécificité de cette lectine (37, 38, 39) nous a permis d'obtenir 

quatre fractions distinctes dont les pourcentages sont donnés dans le 

tableau VII. Une première fraction non retenue sur la colonne (FNRC) 

est Gluée par le tampon au volume mort de la colonne. El le correspond 

à des N-glycopeptides tri et tétra-antennés. Une deuxième fraction lé- 

gèrement retardée (FRC) , possédant une faible affinité vis-à-vis de la 



figure 8 - Gel filtration des glycannes marqués à la glucosamine, 
libérés par hydrazinolyse/N-réacétylatiori  , sur colonne d' Ultrogel ~ \ r  

AcA 202 (mêmes conditions qu'à la figure 7a' 
(- ) cellules normales 
( P ) cellules transformées 
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figure 9 - Chromatographie d'affinité des glycopeptides marqués a 
la glucosamine sur colonne de Con A - Sepharose 4-8 ( 10 x 1 cm) équ i - 
Iibrée dans un tampon Acétate de sodium 5 rnM pH 5 ,2  ; NaCl 0,l M ; 

CaC12 1 mM ; MgCi2 1 mM ; iv1nC12 ImM. Elution par a-M Glc 10 mM et 
a-M ûlc 0,3 M dans le même tampon. 
Debit 9,O mljh ; fraction 1,5 ml. 
( - ) cellules normales 
( ) cellules transformées 



Tableau VI1 - Pourcentage de la radioactivité totale des 4 fractions 
obtenues par chromatographie d'affinité sur colonne de Con A-Sepharose 
4-8. 

: Fraction Non Retenue : Fraction Retardée 

FNRC FRC 

- 
Frùct  ions 3- 7 14-18 

30 Normale % 2 

69 Transformée % : 1 

: Fraction é luée  par  : Fraction é luée par 
a-M. Glc 10 mM a-M. Glc 0 , 3  M 

22-29 Fractions 43-49 

62 Normale % 6 

2 8 Transformée % : 2 



Con A ,  mais toujours éluée par le tampon,peut être obtenue. L'élution de 

la colonne para-H.Glc 10 mM permet d'obtenir une troisième fraction 

( FECIOmM) constituée des N-glycopeptides biantennés . 11 est à noter que 

la présence d'une glucosamine d'intersection induit la perte d'affinité 

de la Con A vis-a-vis de ce type de structure et qu'on les retrouve dans 

la fraction non retenue. Enfin, l'élution par l'a-M.Glc 0,3 M permet de 

récupérer une quatrième fraction, possedant une forte affinité vis-à-vis 

de la concanavaline A et regroupant les N-glycopeptides de type oligo- 

mannosidique. 

Dans le cas de la fibronectine normale, la fraction majeure est 

éluée par 1 'a-M.Glc 10 mM (FECIOmM) et correspond donc à des N-glycopep- 

tides de type biantenné. Cette fraction représente 62 % de la radioacti- 

vité totale- Ce.résultat est en accord avec ceux de Carter et Hakomori 

(24, 48) qui ont décrit le glycanne majeur de la fibronectine cellulaire 

normale i salée de culture de fibroblastes embryonnaires comme étant un 

glycanne de type biantenné possédant un résidu de fucose 1 ié en a 1-6 au 

ni veau de la N-acétylglucosamine de 1 ' extrêmi té réductrice ( Figure 2 ) .  

Par contre, cette fraction est fortement diminuée dans le cas de la fibro- 

nectine transformée. Eneffet, el le ne correspond qu'à 28 % de la radio- 

activité totale. 

Ces résui~ats montrent une diminution des structures biantenriées 

de la fibronectine des cellules transformées. Inversement, la fraction 

non retenue (FNRC), qui correspond à des N-glycopeptides tri et tétra- 

antennés, et qui dans le cas des cellules normales est une fraction 

mineure (30 % de la radioactivité totale), représente 69 % de la radio- 

activité des glycopept ides de la fi bronectine transformée. 

Ceci nous montre donc clairement qu'il existe une augmentation du 

degré de branchement des N-glycopeptides de la fi bronect ine associée à 

la transformation mal içne. 



En outre, ce fractionnement sur Con A-Sepharose 4-B nous a permis 

d'obtenir deux fractions mineures. La première, éluée par le tampon (FRC) 

et lasecondecorresponâant à des structures oligomannosidiques et iluée 

par 1 la-M.Glc 0,3 M (FEC 0,3 M). Ces deux fractions sont présentes dans 

les deux types de fibronectines dans des proportions voisines (2 % en- 

viron). La faible proportion de ces fractions étant un facteur limitant 

à leur étude, celle-ci n'a pas été poursuivie. Il est possibIe qu'elles 

soient le reflet du métabolisme de cette glycoprotéïne. 

B - Fractionnement sur 1.C.A.-Sepharose 4-B 

Dans un deuxième temps, les différentes fractions obtenues par 

chromatographie sur Con A-Sepharose 4-B ont été cofractionnées sur co- 

lonne de L.C.A.-Sepharose 4-B (Figure 10). Le pourcentage de chacune 

des fractions obtenues est donné dans le tableau YIII. 

Les glycopeptides non retenus sur Con A-Sepharose 4-B (FNRC) sont 

principalement non retenus sur L .C .A.-Sepharose ( FNRCNRL) . Cependant i 1 

existe une fraction mineure éluée par l'a-M.Glc 0,15 M proportionnelle- 

ment plus importante dans le cas des ce1 lules normales ( FNRCFEL) . En 
effet, si on regarde le rapport entre les fractions ncn retenue (FNRCNRL) 

et éluée par ! 'a-M.Glc 0,15 M (FNRCFEL), ce rapport est égal à 3 pour 

les ce1 Iules normales contre 12,5 pour les ce1 lules transformées (voir 

tableau VIII). La lectine de lentille possède une affinité vis-à-vis des 

glycopeptides fucosylés en a 1-6 sur la N-acétylglucosamine de 1 ' extrê- 

mité réductrice, biantennés et triantennés si la troisième antenne est 

liée sur le mannose en pl-6 (37, 38, 39, 90). La diminution de la frac- 

tion éluée (FNRCFEL) pourrait donc être due à une prcportion plus élevée 

de structures tétraantennses dans le cooule glucidique de la fibronectine 

transformée. 



I I I H   ais^ *MO I Il 

figure 10 - Chromatographie d'affinité sur colonne de L.C.A. - Sepharose 
4-8 des deux fractions majeures obtenues sur Con A - Sepharose. 
@: FNRC ; @ : FECIOmM . La colonne de L.C.A. - Sepharose 4-B 

18 x 1 cm) e s t  équilibrée dans le tampon NaCl/Pi e t  éluée par l'a-M Glc 

0,15 M dans le  même tampon. Debit 9 ,O mllh ; fraction 1 , 5  ml. 
' -,$5 

( &--A--A ) cel lules  normales \. L\ LLE 3 
( - ) ce1 Iules transformées 



Tableau VI11 -Pourcentage de la radioactivite totale des 8 fonctions 
obtenues par chromatographie d'affinité sur colonne de L.C.A. Sepha- 

rose 4-B. 

-- - 

: Frac t ion  Non Retenue 

FNRC 

Fract ion é l u é e  pa r  
a-M. Glc 10 mM 

- -  

: FNRCNRL : FNRCFEL : FECIOn.,,.,,NRL: FECIOmMFEL 

Fract ions 

Normale % : 23,O : 8 , 4  : 12 ,3  : 51,O 

Transformée % : 63,O : 5 ,3  : 6 , l  : 22,O 

: Frac t ion  Retardée : Fract ion é luée  par  

FRC 

: FRCNRL : FRCFEL : FECO, 3MNRL: FECO, 3MFEL 

Fract ions - - - - 

Normale % : 0 , 6  : 1 , 4  : 2 , 4  : 3 , 5  

Transformée % : 0 , 4  : 0,6 : 0 , 8  : 1 , 2  



Para1 lelement, si nous considerons la fraction biantennée ( FECIOmM), 

la fucosylation des deux types de fibronectine apparait simi lai re. En 

effet le rapport entre fractions non retenue ( FECIOmMNRL) et éluée 

(FECIOmMFEL) est égal il 0,25 dans les deux cas. Cette fraction est donc 

fucosylée 3 75 % ce qui confirme la structure décrite par Carter et 

Hakomori (24, 48) comme étant le glycanne majeur de la fibronectine 

normale. 

Les deux fractions mineures ont également été fractionnées sur 

colonne de L.C.A.-Sepharose 4-8, les pourcentages obtenus n'apportent 

que peu de renseignements, les différentes fractions se retrouvant dans 

les deux types de fibronectine dans les mêmes proportions. En outre, i l  

apparait une fraction éluéê par a-M. Glc 0,3 M de la Con A (zone d'elu- 

tion des glycopeptides de type oligomannosidique) et éluée de la colonne 

IV - Fractionnement des glycannes libérés par hydrazinolyse par chroma- 
tograph ie 1 iquide haute performance d'échange d ' ions 

A - Fractionnement des glycannes totaux' 

Les N-glycannes obtenus par hydrazi nolyselN-réacétyl ation des gly- 

copeptides totaux ont été cofractionnés en fonction de leur charge par 

H.P.L.C. d'échange d'ions sur colonne de Micropak AX-10 (Figure Il). 

Cinq familles de glycannes ont été obtenues et identifiées de O à 4, 

en fonction du nombre de résidus d'acide N-acétylneuraminique ; neutre, 

mono, di, tri et tétra-sialysés respectivement. Nous avons utilisé 

comme témoin de migration les glycannes de 1'0rosomucoïde. Le tableau 

I X  nous donne le pourcentage de la radioactivité totale de chacune des 

fractions. 



figure 11 - Chromatographie liquide haute performance des glycannes 
marques il la glucosamine, obtenus par hydrazinolyselN-réacétylation 
sur une colonne Micropak AX-10. Cinq familles de glycannes sont ob- 
tenues (O à 4, neutre, mono, di, tri et tétrasialysés respectivement). 
Les glycannes neutres sont élues par H 2 0  Los glycannes sialysés sont 
séparés par un gradient de KHz PO4 pH 4,O ( ------ - ) .  Débit 1 ml/min ; 

fraction 0,64 ml. 
( L--A--A ) cellules normales 

( ) cellules transformées 



Tableau IX - Pourcentage de la radioactivité totale des cinq fa- 
mi 1 les de N-g 1 ycannes obtenues par H .P. 1. C . d 'échange d ' ions (0-4, 
neutre, mono, di, tri et tétrasialysés respectivement). 

nombre de résidus O 1 2 3 4 
d'acide sialique 

Normale % 50,8 37,9 10,O 0,9 0,4 

Transformée % 12,O 24,9 33,O 23,O 6 ,O 



Dans le cas de la fibronectine normale, les glycannes sont essen- 

tiellement divisés en trois fractions (neutre, mono et disialysées) et 

la fraction neutre représente plus de la moitié de la radioactivité totale. .. 
Les fractions 3 et 4, correspondant à des glycannes tri et tétrasialysés, 

sont négligeables. 

Par contre, dans le cas de la fibronectine transformée la fraction 

neutre ne représente que 12 % de la radioactivité totale alors que les 

fractions 2 i3 4 qui correspondent i3 des glycannes contenant au moins 

2 résidus d'acide N-acétylneuraminique représentent plus de 60 % de la 

radioactivité totale. 

Ces résultats nous montrent que, parallèlement à une augmentation 

du degré de branchement, i l  existe une augmentation de la sialylation 

des glycannes de la fibronectine transformée. 

0 - Fractionnement des glycannes obtenus par chromatographie 
d'affinité sur lectines insolubilisées 

Les quatre fractions glycopeptidiques majeures obtenues par chro- 

matograph ie d' affinité sur lectines insolubi 1 isées (FNRCNRL, FNRCFEL, 

FECIOmMNRL et FECIOmMFEL) ont été soumises a l'action de lihydrazine 

et aprés N-réacétylation , les N-glycannes 1 i bérés ont été CO-f raction- 

nés par HPLC d'échange d'ions dans les mêmes conditions que précédem- 

ment. Les résultats obtenus sont regroupés dans le tableau X qui nous 

donne le pourcentage de chacune des fractions en fonction de la radio- 

activité totale. 

Ce tableau nous montre que l'augmentation de la sialylation se 

retrouve dans chacune des fractiûns obtenues par chromatographie diaffi 

nité sur colonnes de lectines. L'analyse des fractions glycanniques 

biantennées ( FECIOmMNRL et FiCIOmMFEL) mus montre qui au sein d' une 

même cIasse de glycannes biantennés, le rapport entre fractions neutre, 



Tableau X - Pourcentage de la radioactivité totale des 4 fonctions 
majeures obtenues par chromatographie d'affinité sur lectines, frac- 

tionnées en fonction de leur charge par H.P.L.C. d'échange d' ions. 

: 0 : 1 : 2  : 3 : 4 Nombreder6sidus d'acide slalique 

: Normale % : 4,3 : 14, l  : 1,8 : 1,7 : 0,8 : 

FNRCNRL 

: Transformée % : 1,6 : 14,7 : 17,5 : 20,l  : 7,2  : 

: Normale % : 7 ,4  : 0,6  : - - - 
FNRCFEL 

: Transformee % : 3,3 : 1 : 0,5 : - - 

: Normale % : 8.5 : 3,3 : - - - 
FEC OmMNRL 

: Transformée % : 2 ,4  : 2,6 : 1 - - 

: Normale % : 23,4 : 21,2 : 6,4  : - - 
FECIOmMFEL 

: Transformée % : 1 ,4  : 7 , 3  : 13,3 : - - 



mono et dis ialylées est complètement inversé entre f ibronectine nor- 

male et transformée (tableau X ) .  

En effet, si nous regardons la fraction majeure de la fibronectine 

normale obtenue par chromatographie sur colonnes de lectines ( FECIOmMFEL) 

cette fraction contient principalement des glycannes neutres et monosia- 

lylés (23 % et 21 % de la radioactivité totale respectivement), la frac- 

tion disialylée ne représentant que 6 % de la radioactivité totale. Or, 

dans le cas de la fibronectine transformée cette fraction est essentiel le- 

ment disialylée et représente 13 % de !a radioactivité totale bien que 

le pourcentage de glycannes biantennés soit fortement diminué dans la 

fibronectine transformée (tableau VIII). Ceci montre que parallèlement 

à une augmentation au degré de branchement, i l  existe au niveau de la 

fibronectine trznsformée une augmentation de la sialylation des glycannes 

dûe à la fois à une augmentation du nombre des antennes et à un taux de 

sialylation plus important de ces antennes. 

L'étude de la fraction la plus coinplexe (FNRCNRL), fraction renfer- 

mant des glycannes tri et tétraantennés nous montre que bien qu' i 1 

existe une certaine proportion de ces glycannes dans la fibronectirie 

normale (23 %) le degré de sialylation de cette fraction demeure faible, 

les pourcêntages des fractions tri et tétras ialylées étant négl igeables 

Par contre dans le cas des glycannes de la fibronectine transformée, 

cette fraction représente 63 76 de la radioactivité totale et renferme 

principalement des glycannes di et tri-sialylés (17 % et 20 % de la 

radioactivité totale respectivement), les glycannes tétrasialylés 

représentant encore 7 % de la radioactivité totale. 

Ces résultats nous permettent donc de confirmer et de compléter les 

données de la chromatographie sur lectines insolubilisées. Ils montrent 

que la fibronectine normale renferme essentiellement des glycannes bi- 

antennés, fucosylés, principalement neutres et monosialylés alors que 



la fibronectine des cellules transformées est fortement enrichie en 

glycannes plus branchés et plus sialylés ; structures tri et tétraanten- 

nées contenant en moyenne 3 résidus d'acide N-acétylneuraminique. Cette 

augmentation du nombre de residus d'acides sialiques est dûe à la fois 

à une augmentation du nombre des antennes mais également à une plus grande 

sialylation de ces antennes dans les cellules transformées. 



DISCUSSION ET CONCLUS ION 

L'étude que nous avons réalisée sur la fibronectine de cellules 

BHK normales et transformées par virus oncogène (HSV) nous a permis de 

confirmer et d'étendre à une glycoprotéïne extracellulaire les obser- 

vations effectuées dans notre laboratoire (36) et dans des laboratoires 

étrangers à propos des modifications que connaissent les glycannes des 

glycoprotéïnes des ce1 lules transformées el les mêmes. 

Le glycanne majeur isolé de la fibronectine de fibroblastes de hams- 

ters normaux est une structure de type N-acétyl-lactosaminique bianten- 

né, fucosylée, essentiellement neutre et monosialylée (Figure 2), telle 

que 1 'ont décrite Carter et Hakûmori (24,48). La f ibronectine secrétée 

dans le milieu de culture des fibroblastes transformés présente des 

structures glycanniques modifiées : I a  proportion de structures bian- 

tennées est fortement diminuée et passe de 62 % dans la fibronectine 

normale à 28 % dans la fibronectine transformée. Inversement, on obser- 

ve une forte augmentation des structures tri-et tétra-antennées 

dont le pourcentage est faible dans la fibronectine normale (30 %) et 

passe à 69 % dans la fibronectine transformée. En outre, le taux de 

sialylation de ces structures est significativement accru dans la 

cellule transformée : la fibronectine "transformée" est très enrichie 

en structures di-,tri- et tétrasialylées, structures qui n'existent 

qu'en quantité négligeable dans la fibronectine normale. L'enrichis- 

sement en acide sialique de la fibronectine transformée est donc lie 

à la fois à une augmentation de la siaiylation des structures glycanni- 

ques et aussi à l'existence d'un pourcentage important de structures 



tri- et tétra-antennées sialylées. 

D'autre part, chaque famille de glycannes que nous avons obtenus 

est présente dans les deux types de fibronectines et, à priori, seules 

les proportions relatives de ces fractions semblent modifiées. Toutefois, 

seule la détermination, dans le futur, de la structure des glycannes 

nous dira si les modifications quantitatives que nous observons s'ac- 

compagnent ou non de transformations profondes et spécifiques de la 

structure des glycannes. 

Bien que la fibronectine transformée soit substituée par des glycan- 

nes plus branchés, la transformation mal igne semble induire une augmen- 

tation de la sensibilité de cette glycoprotéïne à la dégradation protéo- 

lytique. Ceci n'est pas en contradiction avec le fait que les glycan- 

nes puissent protéger une partie de la chaine peptidique de l'action 

des protéases. En effet, les glycannes de la fibronectine sont regrou- 

pés au niveau du site de fixation du collagène, ce qui lui confère 

une tres grande stabilité, 

Les modifications de cette glycoprotéïne induites par 1 a trans- 

formation et, en particulier, l'augmentatton du degré de branchement et 

de la sialylation des glycannes pourraient à elles seules expliquer, 

par une modification de la charge globale de la molécule, une augmenta- 

tion de l'électronégativité de cette dernière. Ces modifications pour- 

raient avoir aussi comme conséquence un changement de conformation de 

la molécule, la rendant plus sensible à 1 'action des enzymes de dégra- 

dation. 

Les transformations moléculaires observées pourraient expliquer sa 

diminution de la surface de la cellule ainsi que l'élévation de la 

vitesse de renouvellement de la fibronectine dans les milieux de cul- 

ture des cellules transformées. Cette diminution pourrait être aussi 

provoquée par une perte d'affinité de ia glycoprotéïne vis-à-vis des 



constituants de la matrice extracellulaire ou vis-à-vis de la membrane 

plasmique elle-même, l'augmentation de l'encombrement stérique des 

glycannes dûe à 1 'existence di un nombre d' antennes pl us important, 

aisposées en "parasol" et recouvrant une partie importante de la 

chaine peptidique, pouvant induire un masquage des sites de fixation 

de la fibronectine transformée. 

L'augmentation du degré de branchement des glycannes de la fibro- 

nectine - et d'autres glycoprotéïnes membranaires - semblerait donc 
être 1 'une des causes de 1â perte d'adhésivité des cellules cancéreuses. 

Cette diminution de l'adhésion cellulaire pourrait avoir comme consé- 

quence de faciliter la dissociation des cellules normales, phénomène 

conduisant à l'apparition des métastases in vivo. Il devient donc 

important d'étudier la copcle glucidique de la fibronectine secrétée 

par des cellules tumorales ayant des pouvoirs métastasants différents. 

Enfin, les modifications des structures N-acétyl-lactosaminiques 

de la fibronectine sont très vraisemblablement liées il un dérèglement 

de la biosynthèse des glycoprotéïnes associé il la transformation mali- 

gne et affectant les N-acétylglucosaminyltransférases de branchement. 

La fibronectine étant très sensible à la transformation, l'augmentation 

du degré de branchement est fortement marquée au niveau de cette gly- 

coprotéïne, ce qui en fait un bon modèle pour l'étude de la regulation 

de la biosynthèse des N-glycosylprotéïnes des cellules transfûrmées 

et/ou cancéreuses. 
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