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Résumé

La cyclophiline B (CyPB) est une protéine qui catalyse l'isomérisation cis/trans de la
liaison prolyle et qui se complexe a la cyclosporine A, un médicament immunosuppresseur.
Bien que résidente des vésicules du réticulum endoplasmique et de la voie de sécrétion, la
CyPB est également retrouvée dans le lait et le plasma. Deux types de site de fixation ont été
mis en évidence a la surface des lymphocytes T, des récepteurs protéiques et des
protéoglycannes a chaines héparanes sulfates (HSPG). La CyPA, isoforme incapable de se
fixer aux HSPG, et la CyPB ont en commun des activités chimioattractantes et la capacité a
activer des voies de signalisation dépendantes du calcium. En revanche, seule la CyPB est
capable d'augmenter 1'adhésion cellulaire a la fibronectine via ’activation des intégrines a4 1
et a4B7. Cette activité pro-adhésive de la CyPB met en jeu un mécanisme dépendant des
interactions avec les HSPG. En utilisant le modéle cellulaire HL-60, nous avons montré
l'implication des syndécan-1 et -2 dans la modulation des réponses cellulaires induites par la
fixation de la CyPB sur son récepteur. En utilisant I'héparine comme modéele, nous avons
ensuite montré que la taille minimale du motif glycannique reconnu par la CyPB est un
octasaccharide. Ce motif peut se loger dans une gouttiere délimitée par les deux séquences
KKK’ et "YFD'® de la CyPB. L'interaction nécessite la présence de groupements N-, 2-, et
6-O-sulfates. Nos travaux sont également en faveur de l'implication d'un groupement aminé
libre porté par une glucosamine. La fréquence de tels groupements est rare, ce qui explique
I'étroite sélectivité de fixation de la CyPB. L’ensemble de nos résultats suggere que les
syndécan-1 et -2 interviennent dans l'activité pro-adhésive de la CyPB en tant que molécules
de co-activation. En outre, les chaines héparanes de ces HSPG posseéderaient des motifs

structuraux particuliers responsables de la haute spécificité d'action de la CyPB.
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ABREVIATIONS

Aa : acide aminé

ACh : acétylcholine

ADNCc : acide désoxyribonucléique
complémentaire

ALS : sclérose latérale amyotrophique

APP : amyloid precursor protein

ATCA : acide trichloroacétique

AMPc : adénosyl monophosphate cyclique
ANT : adénine nucléotide translocase

AR : acide rétinoique

ARNm : ARN messager

BHE : barriére hémato-encéphalique

CAML : calcium-signal modulating cyclophilin
ligand

CD : cluster of differentiation

Col-1, IV : collagéne de type I, IV

CMH : complexe majeur d’histocompatibilité
Cn : calcineurine

CsA : cyclosporine A

CSF : liquide cérébrospinal céphalorachidien
CyCAP : cyclophilin C associated protein
CyPs : cyclophilines

CyP A, B, C, D : cyclophiline A, B, C, D

DA : dopamine

DAB : diaminobenzidine

DARPP-32 : dopamine and adenosine 3',5'-
monophosphate-regulated phosphoprotein,

32 kDa

DPBS : Dulbecco’s phosphate buffered saline
DMEM : Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium
DMSO : diméthyl sufloxide

DNF : dégénérescence neurofibrillaire
DOPAC : acide dihydroxyphénylacétique
DRG : dorsal root ganglia
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ECL : enhanced chemiluminescence
EDTA : acide éthyléne diamine tétracétique
EGF : epidermal growth factor

ERKSs : extracellular signal regulated protein
kinase

EPSP : potentiel postsynaptique excitateur
bFGF : basic fibroblast growth factor
FKBPs : FK506 binding proteins

GST : glutathione S-transferase

HTT : protéine huntingtine

HVA : acide homovanillique

ICAM : intracellular adhesion molecule
IFN-y : interferon-gamma

IL-1, 2, 6, 8 : interleukine 1, 2, 6, 8

IP10 : interferon inducible protein 10

IP;R : récepteur a inositol 1, 4, 5 triphosphate
JNK/SAPK : c-Jun amino-terminal
kinase/stress-activated protein kinase

Kb : kilobase

Kd : constante de dissociation

KDa : kilodalton

LCR : liquide céphalorachidien

LDL : low density lipoprotein

LTD : long-term depression

LTP : long-term potentiation

LPS : lipopolysaccharides

MA : maladie d'Alzheimer

MAP : mitogene activated protein

MAPKSs : mitogene activated protein kinases
MCA : artére cérébrale médiane

MEC : matrice extracellulaire

MEM : minimun essential medium

MH : maladie de Huntington

MLCK : myosin light chain kinase

MPP+ : ion méthyl pyridinium

MPT : mitochondrial permeability transition
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MPTP : N-méthyl-4-phényl-1-2-3-
6-tétrahydropyridine

MM : masse moléculaire

MP : maladie de Parkinson

mTOR : mammalian target of rapamycin
NAD : nicotinamide adénine dinucléotide
N-CAM : neural cell adhesion molecule
NF-AT : nuclear factor of activated T-cell
NGF : nerve growth factor

NK-TR : natural killer cell tumour recognition
protein

NMDA : N-méthyl-D-aspartate

NO : monoxyde d'azote

NOS : NO synthase

PAGE : polyacrylamide gel electrophoresis
3-NP : acide 3-nitropropionique

6-OHDA : 6-hydroxydopamine

OPD : o-phénylénediamine

PARS : poly(ADP-ribose)synthétase

PBS : phosphate buffered saline

PCA : para-chloroamphétamine

PDGEF : platelet derived growth factor

PDI : protéine disulfide isomérase

PGE1 : prostaglandine E1

P-gp : P-glycoprotéine

PHF : paired helical filament

pHi : point isoélectrique

PKA, C : protéine kinase A, C

PMA : phorbol 12-myristate 13-acetate
PPlase : peptidyl prolyl cis-trans isomérase
PP2B : protéine phosphatase 2B

RAFT : rapamycine and FKBP12 target
Rh1, 2 : rhodopsine 1, 2

RNase : ribonucléase

RT-PCR : reverse transcription polymerase
chain reaction

RyR : ryanodine récepteur
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SAB : sérum albumine bovine

SDS : sodium dodecyl sulfate

Sn : substance noire

SN : systéme nerveux

SNC : systéme nerveux central

TBI : traumatic brain injury

TBS : Tris buffer saline

TCR : T-cell receptor

TGF- : transforming growth factor 3

TH : tyrosine-hydroxylase

TBRI, 1I : récepteur de type I, I du TGF-3
TNF-a : tumor necrosis factor-a.

TPA : 12-O-tetradecanoyl-phorbol-13-acetate
TPR : tetratricopeptide repeat

VEGF : vascular endothelial growth factor

VIH : virus de I’'immunodéficience humaine

Acides aminés:

A (Ala) : alanine

C (Cys): cystéine

D (Asp) : acide aspartique
E (Glu) : acide glutamique
F (Phe) : phénylalanine
G (Gly) : glycine

H (His) : histidine

I (Ile) : isoleucine

K (Lys) : lysine

L (Leu) : leucine

M (Met) : méthionine

N (Asn) : asparagine

P (Pro) : proline

Q (GIn) : glutamine

R (Arg) : arginine

S (Ser) : sérine

T (Thr) : thréonine

V (Val) : valine

W (Trp) : tryptophane

Y (Tyr) : tyrosine
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La thématique générale de 1'équipe de recherche dirigée par le Dr. J. Mazurier concerne la
régulation du cancer et de la réaction inflammatoire par les glycoconjugués. Dans cette équipe,
nous nous intéressons plus particulierement aux roles des protéoglycannes dans I’activité¢ des
facteurs inflammatoires. Par leurs propriétés communes avec les chimiokines et certaines
cytokines, il a été suggéré que les cyclophilines sécrétées pouvaient étre impliquées dans le
recrutement des cellules de l'inflammation. Dans ce contexte, le travail de thése qui m’a été
confié concerne le rdle des protéoglycannes a chaines héparanes sulfates (HSPG) dans la fixation
et les réponses cellulaires induites par les cyclophilines.

Ces protéines appartiennent avec les FKBPs (FK506-binding proteins) a la grande famille
des immunophilines. La cyclophiline A (CyPA), premier membre de la famille des cyclophilines,
fut identifiée comme le principal récepteur intracellulaire de la CsA. Les cyclophilines ont
ensuite été décrites comme des peptidyl-prolyl cis/trans isomérases (PPlases), ce qui a laissé
penser qu’elles étaient prioritairement impliquées dans la mise en conformation de protéines.
Outre leur localisation intracellulaire, les CyPA et CyPB ont également €té mises en évidence
dans les liquides biologiques humains comme le lait et le plasma. Leur concentration
plasmatique augmente en réponse a certains stimuli inflammatoires, suggérant que les
cyclophilines extracellulaires puissent agir comme des facteurs de I'inflammation. Les premiéres
réponses cellulaires relatives a la CyPA extracellulaire ont d’ailleurs mis en évidence une activité
inflammatoire in vivo et une activit¢ chimioattractante in vitro pour les monocytes, les
neutrophiles du sang ainsi que pour les éosinophiles et les neutrophiles obtenus par
différenciation des cellules HL-60.

La caractérisation par notre Laboratoire d'une forme sécrétée de CyPB dans le lait et le
plasma a conduit a rechercher d’éventuelles interactions avec les éléments figurés du sang. Deux
sites de fixation de haute affinité ont été caractérisés a la surface des lymphocytes T. Un site
protéique (site de type I) représentant le récepteur fonctionnel et un site correspondant a des
héparanes sulfates membranaires (sites de type II). A I’aide de protéines modifiées par
mutagenese dirigée, les sites d’interaction avec les deux types de récepteur ont été localisés de
part et d’autre de la molécule de CyPB, suggérant que celle-ci est capable d’interagir
simultanément avec ses deux types de site. L. existence de deux sites de fixation est une propriété
que la CyPB partage avec de nombreux facteurs inflammatoires, renfor¢ant I’hypothése d’un role
de la CyPB dans les processus inflammatoires. Comme pour la majorit¢ des HBP (Heparin
Binding Protein), les sites glycanniques pourraient jouer un role en stabilisant les interactions

entre la CyPB et son récepteur protéique, et par conséquent conduire a des signaux soutenus. En
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outre, des travaux récents suggerent que les HSPG interviendraient également dans la génération
de signaux intracellulaires.

L’ensemble de nos travaux de thése a été regroupé en deux chapitres. Le premier
concerne nos résultats sur 1’étude du role des HSPG dans I’activité pro-adhésive de la CyPB. En
comparant les activités de la CyPA (isoforme incapable de se fixer aux sites glycanniques) et de
la CyPB, nous avons montré que les chaines héparanes sulfates sont nécessaires a I’augmentation
d’adhésion des lymphocytes T a la fibronectine. Nous avons ensuite analysé 1’expression des
différents HSPG a la surface des cellules HL-60 différenciées en neutrophiles (HL-
60/neutrophiles) et caractérisé 1’implication des syndécan-1 et -2 dans la fixation et I’activité
pro-adhésive de cette protéine.

Dans le second chapitre, nous présentons nos travaux sur 1’étude de la spécificité
d’interaction entre la CyPB et ses motifs hépariniques. Nous avons déterminé la taille minimale
du motif nécessaire a 1’interaction avec la CyPB grace a une méthode visuelle de retard sur gel
en ¢lectrophorése non dénaturante. Aprés avoir démontré I'importance de la taille des
oligosaccharides, nous avons précisé le role de certains groupements de 1’héparine responsables

de la spécificité de fixation de la CyPB en utilisant la technologie des biocapteurs [Asys.

Une partie de mes travaux a fait I'objet de deux articles publiés et de deux articles soumis

a publication :

Fabrice Allain, Christophe Vanpouille, Mathieu Carpentier, Marie-Christine Slomianny,
Sandrine Durieux and Genevieve Spik (2002) Interaction with glycosaminoglycans is
required for cyclophilin B to trigger integrin-mediated adhesion of peripheral blood T
lymphocytes to extracellular matrix. Proc. Natl. Acad. Sci. U.S.A., 99, 2714-2719

Mathieu Carpentier, Fabrice Allain, Marie-Christine Slomianny, Sandrine Durieux, Christophe
Vanpouille, Bernard Haendler and Genevieve Spik (2002) Receptor type I and type II
binding regions and the peptidyl-prolyl isomerase site of CyPB are required for
enhancement of T-lymphocytes to fibronectin. Biochemistry 41, 5222-5229

Christophe Vanpouille, Agnés Denys, Rachel Pakula, Joél Mazurier and Fabrice Allain.
Syndecan-1 and -2 serve as co-receptors for cyclophilin B to trigger integrin-mediated

cell adhesion to fibronectin. Soumis a Molecular Biology of the Cell

Christophe Vanpouille, Agnes Denys, Mathieu Carpentier, Rachel Pakula, Joél Mazurier and

Fabrice Allain. Octasaccharide is the minimal lenght unit required for efficient binding of
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cyclophilin B to heparin and cell surface heparan sulphate. Soumis a Biochemical

Journal

Ces travaux ont également été présentés dans des congres nationaux et internationaux :

- communications orales

Christophe Vanpouille, Fabrice Allain, Mathieu Carpentier, Marie-Christine Slomianny and
Genevieve Spik. Structure and functions of CyPB binding sites. Workshop on Heparan
Sulphate, 01-05 october 2000, Berlin-Buch

Christophe Vanpouille, Maryse Delehedde, Agnes Denys, Marie-Christine Slomianny, David.G
Fernig and Fabrice Allain. Analysis of the specific CyPB-heparin interaction by an
optical biosensor method. 22 janvier 2002, Christie Hospital, University of Manchester,
M 204BX, Manchester UK

Fabrice Allain, Christophe Vanpouille, Agnés Denys, Mathieu Carpentier and Jo€l Mazurier.
Involvement of GAGs in the activity of pro-inflammatory factors. 6" Jenner of

Glycobiology and Medicine Symposium, 14-17 septembre 2002, Seillac

- communications par affiche

Mathieu Carpentier, Christophe Vanpouille, Fabrice Allain, Marie-Christine Slomianny and
Genevieve Spik. Determination of structural features of glycosaminoglycans interacting

with cyclophilin B. 12" Joint Meeting, 5-7 novembre 2000, Lille

Christophe Vanpouille, Fabrice Allain, Mathieu Carpentier, Marie-Christine Slomianny et
Genevieve Spik. La Cyclophine B posséde une activité de type chimiokine pour les HL-
60/neutrophiles. XXVIlleme Forum des Jeunes Chercheurs, 3-7 septembre 2001,

Strasbourg

Christophe Vanpouille, Maryse Delehedde, Agnés Denys, Marie-Christine Slomianny, John T.
Gallagher, Joél Mazurier, Malcolm Lyon, David G. Fernig and Fabrice Allain. CyPB-
mediated adhesion of HL-60/neutrophils requires functional interactions with specific
heparan sulphate proteoglycans. Gordon's Conferences on Proteoglycans, 05-12 juillet

2002, Andover (New-Hampshire)

Agnes Denys, Christophe Vanpouille, Maryse Delehedde, Marie-Christine Slomianny, John T.
Gallagher, Joél Mazurier, Malcolm Lyon, David G Fernig. and Fabrice Allain. CyPB-
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mediated adhesion of HL-60/neutrophils requires functional interactions with specific
heparan sulphate proteoglycans. 6" Jenner of Glycobiology and Medicine Symposium,
14-17 septembre 2002, Seillac

Mathieu Carpentier, Christophe Vanpouille, Fabrice Allain, Marie-Christine Slomianny and
Genevieve Spik. Determination of structural features of glycosaminoglycans interacting
with cyclophilin B. 6" Jenner of Glycobiology and Medicine Symposium, 14-17
septembre 2002, Seillac

Rachel Pakula, Christophe Vanpouille, Agnés Denys, Mathieu Carpentier, Joél Mazurier and
Fabrice Allain. Involvement of HSPG in CyPB-mediated adhesion of T-lymphocytes to
the extracellular matrix. 6" Jenner of Glycobiology and Medicine Symposium, 14-17
septembre 2002, Seillac

Christophe Vanpouille, Agnés Denys, Marie-Christine Slomianny, Rachel Pakula, Joél
Mazurier et Fabrice Allain. Implication des protéoglycannes membranaires de type
héparane sulfate dans 1'activité pro-adhésive de la CyPB. Ileme Journée André Verbert, 19

septembre 2002, Lille

L'implication des HSPG dans l'activité¢ des facteurs inflammatoires a également fait

'objet de deux revues générales :

Maryse Delehedde, Fabrice Allain, Sarah J. Payne, Raphaélle Borgo, Christophe Vanpouille,
Dave G. Fernig and Elisabeth Deudon (2002) Proteoglycans in inflammation. Curr. Med.
Chem. - Anti-Inflammatory & Anti-Allergy Agents 1, 89-102

Fabrice Allain, Christophe Vanpouille, Agnés Denys, Rachel Pakula, Mathieu Carpentier and
Jo€l Mazurier (2003) Involvement of GAGs in the activity of pro-inflammatory factors.

Glycobiology and Medicine, ed. J.S. Axford, Kluwer Academic, New York, pp 95-106
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CHAPITRE |

Les cyclophilines
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Les cyclophilines sont des protéines ubiquitaires ayant une large distribution
phylogénétique. Elles forment avec les FKBPs (FK506-binding proteins) la grande famille des
immunophilines. Ces deux familles de protéines, bien que possédant une structure différente,
partagent deux propriétés communes : une activité peptidyl prolyl cis/trans isomérase (PPlase) et
la capacité a fixer des immunosuppresseurs. La classe des immunosuppresseurs permet de
distinguer les cyclophilines, capables de fixer la cyclosporine A (CsA), et les FKBPs, capables
de fixer le FK506 et la rapamycine (Schreiber, 1991 ; Ryffel, 1993 ; Galat, 1999 ; Galat, 2000).

I- LES CYCLOPHILINES

A - LES DIFFERENTES FORMES DE CYCLOPHILINES
1. Les formes majeures
a. La cyclophiline A

La CyPA a été purifiée pour la premiere fois a partir d’extraits cytosoliques de
thymocytes de beeuf (Handschumacher et al, 1984). Elle a ensuite été décrite chez de
nombreuses especes, ou elle a été mise en évidence dans tous les tissus a des concentrations
¢levées. Elle fut décrite comme le premier récepteur de la CsA, suggérant qu’elle puisse jouer un
role crucial dans le mécanisme immunosuppresseur de ce médicament (Harding &
Handschumacher, 1988). Elle fut également décrite comme la premicre protéine a activité
peptidyl prolyl cis/trans isomérase (Fischer et al., 1989 ; Takahashi et al., 1989).

La premiére séquence protéique a ¢été réalisée pour la CyPA bovine par méthode
chimique (Harding et al., 1986). En 1987, Haendler et al. ont cloné I’ADN complémentaire de la
CyPA humaine a partir de la lignée lymphoblastique Jurkat. La CyPA a ensuite été clonée chez
le rat (Danielson et al., 1988) et la souris (Hasel & Sutcliffe, 1990), ou la protéine décrite
posséde plus de 90% d’homologie de séquence avec la CyPA bovine et humaine. Chez
I’Homme, le géne codant pour la CyPA a été localisé au niveau de la bande 13 du chromosome 7
(Haendler & Hofer, 1990 ; Willenbrink et al., 1995 ; Braaten ef al., 1996a). 11 est composé de 5
exons et 4 introns. L’ARNm de la CyPA code pour une protéine de 165 acides aminés (MM = 18
kDa) (Figure 1), généralement représentée par deux isoformes : une forme mineure de pHi 6,8 et
une forme majeure de pHi 8,6 (Harding et al., 1986 ; Tropschung et al., 1988 ; Haendler et al.,
1989 ; Bergsma ef al., 1991).
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GYKGSCEFHRITPGFMCOGGDFTRHNGTGGKSIYGEKFEDENFILKETGPGILSMANAGPNTNGSOFFICTAKTEWLDGKHVVEGKVKEGM
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150 160 170 180
NIVEAME-RFGSRNGKTSKKITIADCGQLE feuillet
EVVRKVESTKTDSRDKPLKDVIIADCGKIEVEKPFAIAKE coude B
TVVHSIELQATDGHDRPLTNCSIINSGKIDVKTPEVVEIADW hélice a
DVVKKIE-SFGSKSGRTSKKIVITDCGOLS hélice 3;

Figure 1 : Structures primaire et secondaire des CyPA, CyPB, CyPC et CyPD
(Bergsma et al., 1991 ; Ke, 1992 ; Ke et al., 1993 ; Mikol et al., 1994)
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La conformation de la CyPA, initialement déterminée par diffraction des rayons X,
correspond a I’archétype des cyclophilines. Schématiquement, la CyPA forme le noyau commun
des cyclophilines sur lequel viennent se greffer les extensions N- et C-terminales spécifiques des
autres membres de la famille. La CyPA adopte une conformation en tonneau B formé par 8
feuillets B antiparalleles, délimitant un cylindre dont les ouvertures supérieure et inférieure sont
verrouillées par deux hélices a (Ke et al., 1991 ; Ke, 1992). Une troisiéme hélice de type 3o,
plus courte, se positionne latéralement au tonneau . La conformation de la CyPA présente

¢galement de nombreux coudes B qui connectent les hélices et les feuillets B entre eux (Figure 2).

Figure 2 : Représentation schématique de la structure de la CyPA. Les hélices sont
numeérotées de H1 a H3 et les feuillets de B1 a B8 (Ke, 1992).

La CyPA représente 0,1 a 0,4% des protéines totales d'une cellule (Harding et al., 1986).
Elle est particuliérement abondante dans le cerveau, les reins, les parotides et les cellules du sang
(Marks et al., 1991). Sarris et al. (1992) ont montré que la différenciation respective des souches
érythroides et myéloblastiques en érythrocytes et granulocytes s’accompagne d’une diminution
du taux de CyPA, suggérant que les cellules en prolifération ont un taux de CyPA plus ¢élevé que
les cellules différenciées. La CyPA est surexprimée dans tous les tissus néoplasiques (Koletsky
et al., 1986) ainsi que dans le placenta et les tissus déciduaux durant le premier trimestre de

grossesse (Meier et al., 1995). La CsA peut également moduler I’expression de la CyPA. Les
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animaux traités au médicament présentent en effet une augmentation généralisée du taux de
CyPA excepté au niveau du cerveau (McDonald et al., 1992). Toutefois, Hovland et al. (1999)
ont montré¢ que la CsA augmente la quantit¢ de CyPA sans changement dans I’expression du
gene dans les neuroblastomes murins différenciés ou non par la prostaglandine. Enfin, d’autres
facteurs extérieurs aux cellules comme la concanavaline A entrainent une augmentation du taux
de CyPA. Cette augmentation est inhibée en présence d’acide okadaique, un inhibiteur des
protéines phosphatases PP1 et PP2A (Richards ef al., 1992), suggérant que I’expression de CyPA
est probablement sous le contréle de ces deux phosphatases.

La CyPA est principalement localisée au niveau du cytosol (Handschumacher et al.,
1984 ; Harding et al., 1986 ; Ryftel et al., 1991 ; McDonald et al., 1992 ; Sarris et al., 1992).
Toutefois, de nombreux auteurs ont décrit sa présence dans d’autres compartiments
subcellulaires, tels que la mitochondrie (Ryffel et al, 1991), le réticulum endoplasmique
(McDonald et al., 1992), I’appareil de Golgi (Sarris et al., 1992) et le noyau (Ryffel ef al., 1991 ;
Azhderian et al., 1993 ; Le Hir et al., 1995). La présence de la CyPA dans ces compartiments est
controversée. Cependant, Montague et al. (1994) ont caractéris¢ dans le noyau I’activité
nucléasique d’une cyclophiline de 18 kDa, la NUC 18 qui serait impliquée dans les mécanismes
apoptotiques. De méme, Krummrei et al. (1995) ont montré que la CyPA serait présente dans le
noyau des macrophages de souris et se fixerait sur ’ADN en se complexant au zinc. Sa
localisation nucléaire a enfin été¢ confirmée par immunolocalisation (Le Hir et al., 1995). Les
autres localisations discutées de la CyPA s’expliqueraient probablement par des réactions
croisées dans les expériences d’immuno-détection. Des isoformes de cyclophilines, présentant de
fortes homologies de séquence avec la CyPA (voir ci-apreés) ont en effet été¢ identifiées dans les
compartiments subcellulaires cités précédemment.

Bien que son ARNm ne code pas pour un peptide signal qui dirigerait la protéine vers
I’espace extracellulaire, la CyPA a également été détectée dans différents liquides biologiques.
La CyPA a effectivement été mise en évidence par dosage de 1’activité PPlase dans le plasma de
patients souffrant de septicémie grave (Tegeder et al., 1997) et dans les liquides synoviaux de
patients atteints de polyarthrite rhumatoide (Billich et al., 1997). Sherry et al. (1992) ont montré
que des macrophages murins stimulés par des lipopolysaccharides (LPS) sécrétaient une protéine
de 18 kDa, la Sp 18 dont I’analyse séquentielle démontre une forte homologie avec celle de la
CyPA. Parallélement, lors de ’analyse et la purification de facteurs chimiotactiles pour les
¢osinophiles, Xu et al. (1992) ont identifi¢ une protéine de 18 kDa dont la séquence N-terminale
est identique a celle de la CyPA. Plus récemment, Jin et al. (2000) ont montré que la CyPA était

sécrétée in vitro par les cellules de muscle lisse vasculaire dans des conditions de stress oxydatif
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ainsi que dans un mod¢le in vivo de dommage vasculaire. Ces observations suggérent que la
CyPA peut étre sécrétée dans certaines conditions inflammatoires ou de stress oxydatif.
L’absence de peptide signal codé par I’ARNm de la CyPA n’est pas un argument suffisant pour
exclure sa sécrétion puisque d’autres protéines comme les FGF (Fibroblast Growth Factor)-1 et
-2 ou Dl’interleukine-1p (IL-1B), également dépourvues de peptide signal, sont indiscutablement
sécrétées (Nickel, 2003). D’autre part, le CD147 a récemment ét¢ identifié comme un récepteur
membranaire de la CyPA, confirmant que celle-ci peut agir comme un médiateur extracellulaire

(Pushkarsky et al., 2001 ; Yurchenko et al., 2002).

b. La cyclophiline B

La cyclophiline B (CyPB) est le second membre des cyclophilines a avoir été décrit. En
1991, Price et al. ont identifi¢ son ADNc en criblant une banque issue de cellules
lymphoblastiques Jurkat a I’aide d’une sonde oligonucléotidique correspondant a la séquence
conservée des cyclophilines. Chez I’ Homme, le géne de la CyPB existe en une copie unique
présent sur le chromosome 15 (Peddada et al., 1992). La CyPB mature compte 184 acides
aminés (MM = 21 kDa). Elle présente 65% d’homologie de séquence avec la CyPA mais se
distingue par la présence d’extrémités N- et C-terminales spécifiques comportant chacune un
feuillet B (Figure 1). Son ARNm code pour un peptide signal qui permet la translocation de la
protéine dans les vésicules du réticulum endoplasmique et la voie de sécrétion. Par exemple, le
traitement de cellules pituitaires de rat avec 1’oestradiol, I’insuline ou I’'EGF (Epidermal Growth
Factor) provoque une accumulation importante de la protéine dans la voie de sécrétion, sans
changement de son taux d’expression (Lee et al., 2000). Le peptide signal comporte 25 acides
aminés et est absent de la protéine mature (Bergsma et al., 1991 ; Caroni et al., 1991 ; Price et
al., 1991 ; Spik et al., 1991). Le point isoélectrique de la CyPB est 9,6, ce qui lui confére une
avidité forte pour des échangeurs de cations tels que I’ADN et I’héparine (Galat & Bouet, 1994).

La CyPB est une protéine a large répartition tissulaire avec une abondance particulic¢re
dans le foie, le cerveau (Galat & Bouet, 1994) et les tissus embryonnaires (Caroni et al., 1991 ;
Zeng et al., 1998). Son expression est toutefois 5 a 10 fois inférieure a celle de la CyPA. Elle est
majoritairement colocalisée avec la calréticuline dans des vésicules du réticulum endoplasmique
spécialisées dans le stockage du calcium, les calciosomes (Arber et al., 1992). Dans les cellules
du muscle strié, la CyPB est présente dans les citernes terminales du réticulum sarcoplasmique
avec la calséquestrine (Arber et al., 1992). La présence de CyPB dans le noyau est plus

controversée (Hasel et al., 1991 ; Le Hir ef al., 1995). Nagata et al. (2000) ont toutefois décrit
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dans des thymocytes activés par des anticorps anti-CD3 un passage de la CyPB depuis la fraction
microsomale vers la fraction cytosolique/nucléaire.

La CyPB a également ¢été retrouvée sous une forme sécrétée dans des surnageants de
culture de cellules embryonnaires de Poulet (Caroni et al., 1991), dans le lait de femme (Spik et
al., 1991) et dans le plasma humain (Allain et al., 1995). Par méthode ELISA, la concentration
plasmatique de la CyPB a été estimée a 150 + 80 ng/ml (7 + 4 nM) (Allain et al., 1995). La
CyPB est sécrétée de fagon constitutive par des chondrocytes en culture (De Ceuninck et al.,
2003) ou par des cellules vasculaires du muscle lisse en réponse a un stress oxydatif (Liao et al.,
2000).

Le mécanisme de rétention de la CyPB dans le réticulum endoplasmique ou de sécrétion
n’est pas trés clair. En effet, la CyPB ne posséde ni de séquence KDEL caractéristique de la
rétention dans le réticulum endoplasmique, ni de domaine transmembranaire. Il semble que la
CyPB soit retenue dans le réticulum endoplasmique par son extrémité C-terminale
VEKPFAIAKE. En effet, en remplacant I’extrémité C-terminale de la nexine, protéine
normalement sécrétée, par celle de la CyPB, Arber ef al. (1992) ont observé la colocalisation de
cette protéine avec la CyPB endogene. D’autre part, il a été mis en évidence par spectrométrie de
masse que la CyPB du lait de femme correspond a une forme tronquée dépourvue des cing
derniers résidus C-terminaux AIAKE. Cela suggére que cette séquence est suffisante pour la
rétention dans le réticulum endoplasmique (Mariller et al., 1996). Toutefois, en présence de CsA,
la sécrétion de CyPB est fortement augmentée (Denys et al., 1998a ; De Ceuninck et al., 2003),
suggérant que I’immunosuppresseur entre en compétition avec les ligands naturels de la CyPB
dans le réticulum endoplasmique (Price ef al., 1994). Puisque la CsA se fixe au noyau central des
cyclophilines (Hsu et al., 1990), il apparait que la partie C-terminale de la CyPB n’explique pas a
elle seule sa rétention dans le réticulum endoplasmique.

Des sites de fixation de la CyPB ont été caractérisés sur les lymphocytes, les plaquettes et
les cellules endothéliales (Allain et al., 1994 ; Allain et al., 1999 ; Carpentier et al., 1999a). Plus
tard, Denys et al. (1998b) ont montré que coexistaient en fait deux types de site de fixation de la
CyPB a la surface des lymphocytes T circulants. Le premier, appelé site de type I, est de nature
protéique alors que le deuxiéme correspond a des protéoglycannes a chaines héparanes sulfates.
Par des expériences de compétition avec les différentes cyclophilines et les peptides N- et C-
terminaux de la CyPB, Denys ef al. (1998b) ont montré que les régions d’interaction avec les
sites de type I et de type II se situent respectivement dans le noyau central et dans la partie N-

terminale de la CyPB.
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c. La cyclophiline C

La cyclophiline C (CyPC) a été clonée pour la premicre fois a partir d’'une banque de
cellules stromales de moelle épiniére de Souris. Son ARNm est présent en grande quantité dans
le rein. A I’inverse, de faibles taux sont détectables dans la rate, les lymphocytes B et T. Apres
traitement a la CsA, le taux de CyPC est augmenté, suggérant un role de cette protéine dans la
néphrotoxicité induite par le médicament (Friedman & Weissman, 1991 ; Otsuka et al., 1994).
La CyPC humaine fut clonée a partir de cellules rénales dont elle était censée étre spécifique.
Contrairement a son isoforme murine, son expression ne se limite pas au rein, ce qui vient en
contradiction avec I’hypothése de son implication dans la néphrotoxicité chez ’Homme. Son
ARNm fut en effet détecté¢ dans tous les tissus testés (rein, muscles lisses ou striés, pancréas,
coeur, poumon et foie) a un taux 10 fois plus faible que celui de la CyPA (Schneider ef al., 1994).
Elle est moins représentée dans le cerveau et les cellules lymphoblastiques Jurkat.

La CyPC est une protéine de 212 acides aminés (PM = 22,8 kDa) de pHi égal a 7,4. Elle
possede respectivement 48% et 70% d’homologie avec la CyPA et la CyPB (Figure 1). La
structure de la CyPC est tres similaire a celle de la CyPA avec, comme pour la CyPB, un feuillet
B supplémentaire a chacune de ses extrémités N- et C-terminales. D’autre part, la séquence N-
terminale de la CyPC est également riche en acides aminés hydrophobes caractéristiques d’un
peptide signal dirigeant la protéine vers le réticulum endoplasmique et la voie de sécrétion (Ke et

al., 1993 ; Ohe et al., 1996).

d. La cyclophiline D

La cyclophiline D (CyPD ou hCyP3) a été isolée suite a un criblage d’une banque
d’ADNc de cellules Jurkat et d’hépatocytes humains a I’aide d’une sonde dégénérée de CyPA
(Bergsma et al., 1991). Son géne est représenté en une seule copie dans le génome. Elle possede
76% d’homologie avec la CyPA et 62% avec la CyPB (Figure 1). Son ARNm code pour une
protéine de 207 acides aminés (MM = 22 kDa). Toutefois, la CyPD posseéde une masse effective
de 18 kDa. L’analyse de I’extrémité N-terminale de la CyPD montre que la différence de poids
moléculaire est due a la présence d’une séquence signal. La protéine est d’ailleurs retrouvée
associée a la matrice mitochondriale (Connern & Halestrap, 1992 ; Inoue et al, 1993 ;
Woodfield et al., 1997). La CyPD est exprimée dans tous les tissus a des taux 50 a 100 fois

inférieurs a ceux de la CyPA.
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e. La cyclophiline 40
La cyclophiline 40 (CyP40) est une seconde cyclophiline cytosolique, différente de la
CyPA, qui fut isolée par chromatographie d’affinité sur CsA immobilisée a partir d’un
homogénat de cerveau de Veau. Comme dans le cas de la CyPA, deux isoformes coexistent.
Toutefois ceux de la CyP40 ont des points isoélectriques acides (5,3 et 5,5) (Kieffer et al., 1992).
L’ADNc de la CyP40 code pour une protéine de 370 acides aminés composée de
plusieurs domaines :

- Un domaine N-terminal qui présente 64% d’homologie de séquence avec la CyPA. Ce
domaine porte le site PPlase et le site de fixation de la CsA,

- Un domaine C-terminal qui posseéde 30% d’homologie de séquence avec une autre
immunophiline, la FKBP52. La CyP40 et la FKBP52 ont en effet en commun un domaine de
trois unités répétées de 34 résidus d’acides aminés, nommeées motifs tétratricopeptides (TPR),
suivi d’un site potentiel de fixation a la calmoduline. Ces deux protéines se lient a la Hsp90 par
leurs domaines communs TPR et sont associées a la forme inactive des récepteurs des stéroides
(Kieffer et al., 1993 ; Ratajcak et al., 1993 ; Hoffman & Handschumacher, 1995 ; Ratajcak &
Carello, 1996).

La CyP40 a été retrouvée en quantité similaire dans une grande variété de tissus humains
avec toutefois un taux d’expression important dans le cceur, le thymus et le cerveau (Kieffer et
al., 1993 ; Ratajcak et al., 1993). Sa localisation cytosolique a été confirmée par 1’utilisation

d’anticorps spécifiques (Yokoi et al., 1996).

2. Les formes mineures des cyclophilines
a. Les cyclophilines 33 et 60
Les cyclophiline 33 et 60 (CyP33, CyP60), respectivement de masse moléculaire 33 et 60
kDa, sont des isoformes a localisation nucléaire (Mi et al., 1996 ; Wang et al., 1996). La CyP33
comprend un domaine N-terminal de fixation a ’ARN et un domaine C-terminal portant une
activité¢ PPIase et présentant 40% d’homologie avec la séquence de la CyPA. La CyP33 existe en
fait sous deux isoformes de 30 et 33 kDa. Néanmoins, seule 1’isoforme de 33 kDa est capable de

se complexer a ’ARN (Mi et al., 1996).

b. Les cyclophilines membranaires
Le produit du geéne nina A de Drosophila melanogaster code pour une protéine de 237
acides aminés qui partage 42% d’homologie de séquence avec la CyPA humaine. La protéine

Nina A est uniquement exprimée dans les cellules photoréceptrices et surtout dans celles
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possédant les photorécepteurs R1-R6. Les mutations affectant le géne nina A réduisent le taux de
rhodopsine Rh1 et Rh2 dans les photorécepteurs R1-R6, suggérant que la protéine Nina A est
impliquée dans la stabilité ou le transport de la rhodopsine (Schneuwly et al., 1989 ; Shieh et al.,
1989). Nina A est une protéine membranaire intégrale qui présente une séquence signal
provoquant sa translocation vers le réticulum endoplasmique et une séquence C-terminale
hydrophobe permettant son ancrage dans des structures membranaires. Le domaine cyclophiline
serait alors dirigé vers la lumiére du réticulum et pourrait jouer un rdle dans la mise en

conformation de Rh1 et Rh2 (Stammes ef al., 1991).

Le NK-TR (Natural Killer Cell Tumour Recognition) est une protéine membranaire de
150 kDa exprimée par les cellules NK, certains lymphocytes T cytotoxiques et les monocytes
activés. Le NK-TR est non glycosylé et comprend :
- un domaine N-terminal hydrophobe permettant I’ancrage transmembranaire,
- un domaine présentant 50% d’homologie de séquence avec les cyclophilines,
- trois domaines RS, riches en résidus arginine et sérine, qui forment une région
fortemement chargée positivement permettant généralement 1’interaction avec les ARNm,
- trois domaines présentant des homologies de séquence avec une phosphoprotéine
nucléolaire de 140 kDa, Nopp 140 (Anderson ef al., 1993).
Le NK-TR est impliqué dans des phénomeénes de différenciation cellulaire et dans la
reconnaissance des cellules tumorales par les cellules cytolytiques (Frey et al., 1991 ; Chambers

et al., 1994 ; Rinfret ef al., 1994 ; Giardina et al., 1996).

La RS-cyclophiline est une protéine de 89 kDa composée d’un domaine N-terminal
homologue aux cyclophilines, de deux domaines Nopp140 et d’'un domaine RS. La séquence et
I’organisation multidomaine de cette protéine sont fortement homologues a celles du NK-TR.
L homologie de séquence pour le domaine cyclophiline atteint 70 %. Contrairement au NK-TR,

la RS-cyclophiline présente une large distribution tissulaire (Nestel et al., 1996).

B - ACTIVITE PEPTIDYL PROLYL CIS/TRANS ISOMERASE (ROTAMASE)

L’ensemble des PPlases se compose de deux familles principales : les cyclophilines et les
FKBPs ainsi que de deux familles secondaires, les parvulines et le Trigger Factor. Les
cyclophilines et les FKBPs, qui se complexent a des immunosuppresseurs, ont €té rassemblés
sous le terme d’immunophilines par opposition aux autres PPlases pour lesquelles aucun

immunosuppresseur n’est connu.
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1. Isomérisation des liaisons prolyles

Les résidus de proline, dont le taux varie dans les protéines de 0 a 30 % avec une
moyenne de 6,5 %, forment une liaison prolyle qui entraine des restrictions de conformation
dans les structures I et III*" des protéines. Les résidus de proline sont principalement trouvés
dans les segments cassant les hélices a, dans les coudes P ainsi que dans les structures
désorganisées (Galat & Metcalf, 1995). Durant la synthése protéique, les liaisons peptidiques qui
impliquent un résidu proline sont en conformation frans, alors que dans la structure
tridimensionnelle conformée des protéines, 15% de ces liaisons sont retrouvées en conformation
Cis.

L’isomérisation cis-trans de la liaison peptidyl-prolyle des prolines est catalysée par des

peptidyl prolyl cis/trans isomérases (PPlases) (Figure 3) (Fisher, 1994).

CO-P,
0 PPlase 0 p
Sl = SR
P, / Py
CO-P,
Cis Trans

Figure 3 : Isomérisation cis-trans de la liaison prolyle

Cette réaction est différente de la plupart des autres réactions enzymatiques car aucune
liaison covalente n’est ni €tablie, ni rompue, aucun intermédiaire réactionnel n’est observable et
aucun cofacteur ne semble requis. L’isomérisation de la liaison prolyle repose sur une
diminution transitoire de son caractére de double liaison.

L’isomérisation des liaisons peptidyl-prolyles de cis en trans est I'une des étapes
déterminantes dans le repliement correct des protéines. Par conséquent, en raison de leur
structure trés conservée au cours de I’évolution et de leur large distribution tissulaire, il a été
suggéré que les cyclophilines et les FKBPs pouvaient jouer un réle majeur dans la mise en

conformation des protéines néosynthétisées (Lang et al., 1987 ; Ivery, 2000).
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La premiére protéine possédant une activit¢ PPlase a été isolée du rein de Porc et fut

ensuite identifiée a la CyPA (Fischer et al., 1984). Les autres membres des cyclophilines

découverts apres la CyPA ont également été décrits comme des PPlases. De nombreuses études

in vitro ont ainsi montré que les cyclophilines accélérent 1’isomérisation des liaisons prolyles et

catalysent le repliement des protéines et/ou leur renaturation (Tableau I). Le domaine catalytique

est porté par le noyau commun des cyclophilines, expliquant pourquoi I’activité enzymatique est

fortement inhibée en présence de CsA.

Tableau | : Protéines dont le repliement est accéléré par les cyclophilines

PPlases Protéines Références

CyPA Ribonucléase A Fischer & Bang, 1985
Lang et al., 1987

CyPA Ribonucléase T1 Lin et al., 1988

d'Aspergilus oryzae Schonbrunner & Schmid, 1992
CyPA Cytochrome C Lin et al., 1988
CyP cytosolique UDP-Gal 4 épimérase de Dutta et al., 1997
Kuyveromyces fragilis
CyPA Créatine kinase Yang et al., 1997
Huang & Zhou, 2000
CyPA Nucléase de Staphylocoque Veeraraghavan et al., 1997
CyPA, NK-TR, Anhydrase carbonique II Freskgard et al., 1992
Kern et al., 1995
Rinfret et al., 1994

CyPA Collagene 111 Béchinger, 1987

CyPA Procollageéne IV Davis et al., 1989

CyPA Calcitonine Kern et al., 1993

CyPA Fragment Fab des Lilie et al., 1993

immunoglobulines
CyPA Chaine légere de l'anticorps Jager & Pluckthun, 1997
McPC603
CyPA Dihydrofolase réductase Von Ahsen et al., 2000
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Par mutagenése dirigée, Carpentier ez al. (1999b) ont montré que les résidus R* et F’
de la CyPB ¢étaient directement impliqués dans ’activit¢é PPlase. Ils ne sont pas impliqués
dans la fixation aux récepteurs membranaires présents sur les lymphocytes T mais sont
toutefois nécessaires a 1’activité biologique de la CyPB (Carpentier et al., 2002). Cela suggere
que l’activité¢ PPlase permettrait 1’isomérisation d’une liaison prolyle du récepteur impliqué
dans les réponses cellulaires liées a la CyPB. Yurchenko ef al. (2002) ont d’ailleurs montré
par la suite que des mutants de CyPA qui ne possédaient plus d’activit¢ PPlase étaient
incapables de générer des signaux intracellulaires. Ils ont également identifié les résidus P'*
et G'™' du CD147, récepteur extracellulaire de la CyPA, comme étant indispensables a

I’activité chimiotactile et I’activation de voies de signalisation induites par la CyPA.

b. Les FK506-Binding Proteins

Les FKBPs constituent la deuxiéme grande famille des immunophilines. Elles ont été
initialement caractérisées par leur capacité a interagir avec des immunosuppresseurs de type
macrolide, le FK506 et la rapamycine (Fretz et al., 1991). Comme pour les cyclophilines, les
FKBPs présentent in vitro une activit¢ PPlase mais celle-ci s’observe sur des substrats
différents. Les substrats privilégiés des FKBPs contiennent en effet un acide aminé
hydrophobe précédant le résidu de proline (Harrison & Stein, 1990). La séquence des FKBPs
est trées conservée notamment au niveau des résidus intervenant dans cette activité
enzymatique (Kay, 1996). D’autre part, comme pour les cyclophilines, I’activité PPlase est
inhibée par leurs immunosuppresseurs. Il n’existe toutefois pas d’homologies structurales
entre cyclophilines et FKBPs.

Les FKBPs se répartissent en deux types: les FKBPs a un seul domaine FKBP
(FKBP12, 13, 25 et 38) et celles contenant plusieurs domaines FKBPs (FKBP51, 52, 54 et 65)
(Galat, 2000). La FKBP12, qui est le mod¢le de base des FKBPs, est formée de 5 feuillets
encadrant une courte hélice a (Van Duyne et al., 1993).

Ce sont des protéines ubiquitaires présentes dans la plupart des tissus et a des taux
variables. Dans les cellules, elles occupent la majorité des compartiments subcellulaires, sous
forme libre ou liée a des complexes récepteurs (Marks, 1996). Une forme extracellulaire de
FKBPI12 a méme été décrite bien que son ARNm ne code pas pour un peptide de sécrétion.
Comme pour les cyclophilines A et B, la FKBP 12 pourrait étre sécrétée en réponse a des

stimuli inflammatoires (Bang et al., 1995 ; Shirakata et al., 1995).
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c. Les parvulines

La premiere parvuline a été identifiée chez Escherichia coli. C’est une protéine de
masse moléculaire égale a 10,1 kDa, qui ne présente aucune homologie structurale avec les
cyclophilines et les FKBPs (Rahfeld et al., 1994 ; Rahfeld et al., 1996 ; Scholz et al., 1997).
L’activité enzymatique de la parvuline est comparable a celles des cyclophilines mais elle
n’est inhibée ni par la CsA, ni par le FK506 (Fischer, 1996). Chez I’'Homme, des protéines
homologues a la parvuline de E. coli ont également été isolées. Par exemple, les geénes pinl/ et
pinlL codent des parvulines nucléaires qui présentent 90% d’homologie de séquence. Pinl est
composée de deux domaines : un domaine WW N-terminal qui interagit avec des motifs
phospho-Ser/Thr-Pro et un domaine PPlase C-terminal. Elle intervient dans I’isomérisation de
liaisons phospho-Ser/Thr-Pro et régule la fonction de phosphoprotéines mitotiques (Lu et al.,

1996 ; Lu et al., 1999).

d. Le Trigger factor
La quatrieme famille de PPlase n’est représentée que par un seul membre, le Trigger
factor, également isol¢ chez E. coli (Stoller et al., 1995). Sa masse moléculaire est de 48 kDa.
Le Trigger factor est colocalisé avec les chaines naissantes de la sous-unité 50 S du ribosome,
suggérant une implication dans la mise en conformation des protéines en cours de synthese

(Valent et al., 1995 ; Hesterkamp et al., 1996).

C - IMMUNOSUPPRESSION
1. Généralités
a. Le complexe cyclophiline/cyclosporine A

La CsA est un undécapeptide cyclique hydrophobe produit par le champignon
Tolypocladium inflatum (MM = 1203 Da) (Figure 4). La CsA montre une activité
immunosuppressive trés importante, ce qui fait d’elle le médicament le plus utilisé dans la
prévention des rejets de greffe. Au moins 25 composés naturels de la cyclosporine ont été
dénombrés, mais seule la CsA est utilisée pour ses propriétés immunosuppressives. Elle est
¢galement indiquée dans le traitement de maladies auto-immunes comme le diabéte insulino-
dépendant, le psoriasis, la polyarthrite rhumatoide et les uvéites (Borel et al., 1976).

Les cyclophilines sont capables de fixer spécifiquement et réversiblement une
molécule de CsA. Les constantes de dissociation de la CsA pour les différentes cyclophilines

sont comprises entre 108 et 10° M (Liu et al., 1990 ; Husi & Zurini, 1994).
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Figure 4 : Structure des immunosuppresseurs avec leurs domaines
de liaison aux immunophilines (bleuté).
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Contrairement aux autres protéines de type tonneau [ qui fixent leurs ligands
hydrophobes a I’intérieur du cylindre formé par les feuillets 8, la CsA se fixe a la surface du
tonneau B des cyclophilines dans une poche hydrophobe (Figure 5) (Hsu et al., 1990).

L’efficacité thérapeutique de la CsA peut varier en fonction du type de transplantation
et de son ancienneté. Des doses faibles font encourir un risque de rejet alors que des doses
¢levées font craindre des manifestations de toxicité (Lindhom, 1991a). La CsA diffuse
passivement dans toutes les cellules du sang. Seuls 5% du médicament sont réellement
incorporés dans les lymphocytes, le reste étant majoritairement associé aux hématies
(Lindhom, 1991b). Si cette fraction est négligeable en regard de celle présente dans les
érythrocytes, elle est déterminante puisque seule cette fraction est responsable de I’activité
immunosuppressive (Lindhom, 1991b ; Barre, 1992). L’utilisation clinique de la CsA est
¢galement caractérisée par une grande variabilité intra- et inter-individuelle. Une
hétérogénéité de la réponse lymphocytaire a 1’effet immunosuppresseur de la CsA a été
constatée lors du traitement des transplantés et rapportée dans des études in vitro (Sander et
al., 1986 ; Povlsen et al., 1990 ; Masy et al., 1994). Toutefois en présence de CyPB, tous les
individus acquiérent un phénotype de répondeur sensible au médicament, suggérant que la
CyPB plasmatique diminue les phénomeénes de résistance lymphocytaire au médicament

(Denys et al., 1997 ; Denys et al., 1998a).

b. Le complexe cyclophiline-sanglifehrine

La recherche de substances capables de se fixer aux cyclophilines dans des extraits
microbiens a conduit a 1’isolement chez Streptomyces sp. A92-308110 d’une nouvelle classe
de macrolides appelés sanglifehrines (Sanglier et al., 1999 ; Sedrani et al., 2003). Sur les 20
sanglifehrines isolées, la sanglifehrine A (SFA) est la plus abondante. Son affinité pour les
cyclophilines est environ 60 fois plus ¢levé que celle de la CsA (Zenke et al., 2001). La SFA
posséde également une activité immunosuppressive. Il semble toutefois que le mode d’action
soit différent de ce qui est connu pour la CsA, le FK506 et la rapamycine (Zhang & Liu,
2001 ; Zhang et al., 2001).

c. Les complexes FKBP/FK506 et FKBP/rapamycine
Le FK506 et la rapamycine sont des macrolides immunosuppresseurs ayant un site

commun de reconnaissance pour les FKBPs (Figure 4).
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CsA

Figure 5 : Conformation tridimensionnelle du complexe CyPA/CsA (1CWA)
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Le FK506 a été isolé a partir de culture de Streptomyces tsukubaiensis (Stiitz, 1992)
alors que la rapamycine fut originellement définie comme un antifongique produit par
Streptomyces hygroscopicus (Sehgal et al., 1975). Bien que sa structure différe de celle de la
CsA, les propriétés immunosuppressives in vitro du FK506 sont similaires. En revanche,
I’activité immunosuppressive de la rapamycine différe totalement de celle des deux autres
composés. CsA, FK506 et rapamycine sont utilisés cliniquement dans des thérapies
immunosuppressives pour traiter et prévenir les rejets de greffe (Blankenship et al., 2003).
Toutefois, la CsA reste a ce jour le traitement de choix. L’utilisation clinique de la
rapamycine a €té autorisée aux Etats-Unis dans des cas de greffe de rein (Danovitch, 1999), et
son utilisation clinique a récemment été élargie (Blankenship et al., 2003). Les propriétés
antiprolifératives de la rapamycine et le fait qu’elle ne cause pas de néphrotoxicité fait de cet
immunosuppresseur une alternative a 1’utilisation de la CsA et pourrait faire d’elle un
candidat idéal pour traiter les dysfonctions chroniques liées aux allogreffes (Formica et al.,

2003 ; Kuypers et al., 2003 ; Stepkowski, 2003).

2. Mécanisme de I’immunosuppression

La fixation des immunosuppresseurs aux immunophilines inhibe 1’activit¢ PPlase
(Fisher et al., 1989 ; Harding et al., 1989 ; Siekierka et al., 1989 ; Galat ef al., 1992 ; Peattie
et al., 1992), indiquant que le site de fixation des immunosuppresseurs et le site catalytique
sont confondus. Les médicaments se logent dans le domaine catalytique des immunophilines
et miment 1’état de transition cis-trans de la liaison prolyle. Bien que de structures tres
différentes, la CsA et le FK506 adoptent en effet une conformation particuliere de type B-turn.
L’interaction avec le domaine de fixation des PPlases se fait grace a cette homologie
conformationnelle. Etant donné leur capacité a se fixer au site enzymatique des
immunophilines, il avait été¢ suggéré que le mode d’action des immunosuppresseurs passait
par I’inhibition de cette activité PPlase. Toutefois, il est rapidement apparu qu’étant donné les
taux importants d’immunophilines dans les cellules, les faibles doses effectrices de
médicaments n’étaient pas suffisantes pour inhiber toutes les PPlases présentes. Par ailleurs,
I’activité PPlase peut étre inhibée par des ligands non immunosuppresseurs, suggérant
I’implication d’une autre molécule cible dans les mécanismes d’immunosuppression (Bierer
et al., 1990a).

Ainsi, il est apparu que chaque immunosuppresseur posséde deux domaines
fonctionnels : un domaine de fixation a I’'immunophiline et un domaine effecteur, permettant

I’interaction avec un partenaire protéique (Ivery, 2000). Bien que de structures différentes, les

21

© 2003 Tous droits réserves. http://bibliotheques.univ-lille1.fr/grisemine


http://bibliotheques.univ-lille1.fr/grisemine

Thése de Christophe Vanpouille, Lille 1, 2003

complexes cyclophiline/CsA et FKBP/FK506 inhibent une méme protéine, la calcineurine. En
revanche, seul le complexe FKBPI12/rapamycine interagit avec mTOR, une protéine

apparentée a la famille des PI-3 kinases.

a. Effets des complexes CyPA/CsA et FKBP12/FK506

La CsA et le FK506 bloquent I’activation transcriptionnelle de nombreux génes de
cytokines, telles que I'IL-2, 'IFNy (Interferon-y), le TNFa (Tumor Necrosis Factor-a)
(Granelli-Piperno, 1988 ; Tocci et al., 1989 ; Bierer et al., 1990b), la dégranulation des
lymphocytes T cytotoxiques, des mastocytes et des granulocytes (Trenn et al., 1989 ; Cirillo
et al., 1990 ; Dutz et al., 1993), I’apoptose induite in vitro de cellules T et la sélection des
thymocytes in vivo (Shi et al., 1989 ; Bierer et al., 1991 ; Fruman et al., 1992). Deux points
communs liés a ces différents phénomenes sont 1’augmentation de la concentration calcique
intracellulaire et I’activation d’une sérine/thréonine phosphatase Ca®" et calmoduline
dépendante, la calcineurine (Bierer ef al., 1991). La calcineurine ou protéine phosphatase 2B
(PP2B) (Liu et al., 1991 ; Aramburu et al., 2000 ; Rusnak & Mertz, 2000) est une protéine
dimérique ubiquitaire qui posséde une répartition trés hétérogene (Buttini et al., 1995 ;
Stemmer et al., 1995). Elle est constituée d’une sous-unité catalytique de 59-61 kDa (CnA)
qui contient le site de fixation de la calmoduline et d’une sous-unité régulatrice de 19 kDa
(CnB) (Kincaid et al., 1987).

In vitro, les complexes cyclophiline/CsA et FKBP/FK506 peuvent se former, mais in
vivo, seuls les complexes CyPA/CsA et FKBP12/FK506 interagissent avec la calcineurine
(Friedman & Weisman, 1991 ; Liu et al., 1991 ; Swanson et al., 1992 ; Kieffer et al., 1992).

De par leur capacité a interagir avec la calcineurine via leur immunophiline associée,
la CsA et le FK506 ont une activité immunosuppressive similaire en bloquant la calcineurine,
enzyme clé dans D’activation de la transcription de D’interleukine-2 (IL-2), ce qui a pour
conséquence de bloquer la prolifération lymphocytaire.

Dans les lymphocytes T, I'un des substrats de la calcineurine est la sous-unité
cytosolique du facteur de transcription NF-AT. Une fois déphosphorylé, le NF-AT subit une
translocation dans le noyau ou il s’associe a d’autres protéines nucléaires, formant ainsi un
complexe capable d’induire I’expression de I'IL-2 (Jain et al., 1992 ; Jain et al., 1993 ;
McCaffrey et al., 1993). C’est en bloquant la déphosphorylation du NF-AT que les complexes
cyclophiline/CsA et FKBP/FK506 exercent leur activité immunosupressive (Flanagan et al.,
1991 ; Kung & Halloran, 2000). Outre la voie du NF-AT, I’activation des MAP kinases est

¢galement impliquée dans [D’induction de Dexpression de I’IL-2. Les complexes
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immunophiline/ligand bloquent I’activation des voies p38 et JNK (c-Jun amino-terminal
kinase) en agissant en amont des MAP kinases kinases kinases (MAPKK-K) lors de

I’activation lymphocytaire, et ceci indépendamment de la calcineurine (Matsuda et al., 2000).

b. Effets du complexe FKBP12/rapamycine

Contrairement a la CsA et au FK506, la rapamycine bloque la prolifération des
lymphocytes T en empéchant leur progression dans la phase S du cycle cellulaire (Bierer et
al., 1990b ; Dumont et al., 1990). En effet, le complexe FKBP12/rapamycine agit en bloquant
une protéine apparentée aux PI-3 kinases, dénommée FRAP (FKBPI2 and rapamycine-
associated protein), ce qui affecterait d’autres molécules de signalisation intracellulaire, telles
que la p70 S6 kinase, cdc2 et cdk2 (Abraham, 1998). Il est apparu que FRAP, également
appelée RAFT1 (Rapamycine and FKBP12 Target) ou encore mMTOR (mammalian target of
rapamycin) (Abraham, 1998), joue un role majeur dans I’assemblage du ribosome et la
régulation de la traduction des protéines, ce qui explique que la rapamycine est un puissant

agent anti-prolifératif.

c. Effet du complexe CyPB/CsA

Alors que la CsA diffuse dans toutes les cellules du sang, il apparait que son
incorporation est favorisée dans les lymphocytes en présence de CyPB (Denys et al., 1997 ;
Denys et al., 1998a). En effet, la CyPB complexée au médicament conserve ses propriétés de
fixation sur les sites de type II, de nature héparane sulfate, alors qu’elle ne peut plus interagir
avec les récepteurs protéiques (Allain et al., 1996 ; Denys et al., 1998b ; Carpentier et al.,
1999b). La CyPB liée aux héparanes sulfates n’est pas endocytée, mais le complexe se
dissocie probablement a la surface des cellules, permettant a la CsA de pénétrer dans la
cellule par simple diffusion au travers de la membrane plasmique. La CyPB plasmatique
contribuerait donc a I’efficacité du traitement immunosuppresseur et au maintien de la greffe.
A T’inverse, un tel role bénéfique n’est pas retrouvé dans le cas de la FKBP12 plasmatique.
Shirakata et al. (1995) ont montré que l’addition de FKBP12 diminue D’activité¢ anti-
proliférative du FK506 in vitro, et que I’augmentation de la concentration plasmatique de
cette immunophiline est corrélée a des épisodes de rejet de greffe. Cet effet serait di a la
capture du FK506 par son immunophiline plasmatique, résultant en une diminution de la

concentration active en médicament.
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D — ACTIVITES BIOLOGIQUES DES CYCLOPHILINES
1. Role dans la biosynthése des protéines

Etant donné leur forte conservation au cours de 1’évolution, il a été suggéré que les
cyclophilines, via leur activité¢ PPIase, joueraient un réle crucial dans la mise en conformation
des protéines néosynthétisées. De nombreuses études in vitro ont montré que les cyclophilines
accéleérent 1’isomérisation des liaisons prolyles et catalysent le repliement de diverses
protéines (Tableau I). La premiére preuve de I’implication de D’activit¢ PPlase dans le
repliement des protéines in vivo est indirecte. Smith et al. (1995) ont montré que cette activité
était nécessaire a la sécrétion du procollagéne 1. La CyPB et la Hsp 47 sont associées au
procollagéne I depuis le réticulum jusqu’a la voie de sécrétion. En présence de CsA, la
quantit¢ de CyPB associée au procollagéne est diminuée, suggérant que la CsA entre en
compétition avec le procollagene pour se fixer a la CyPB. En bloquant ainsi la maturation du
procollagene, la CsA inhibe sa sécrétion (Price ef al., 1994), mettant donc en évidence un rdle

de la CyPB dans la maturation du collagene 1.

2. Régulation du canal mitochondrial

Des conditions de stress oxydatif ou des concentrations trés élevées en calcium ou
phosphate inorganique induisent I’ouverture d’un pore non spécifique de la membrane interne
des mitochondries. L’ouverture de ce pore rend la mitochondrie perméable aux petits solutés
et se traduit par un gonflement de ce méme organite. Ce phénomene, appelé MPT
(Mitochondrial Permeability Transition) est notamment impliqué dans 1’apoptose des cellules
(Kroemer et al., 1997 ; Crompton, 1999). Le pore mitochondrial est un complexe multi-
protéique comprenant un canal ionique dépendant du voltage situé dans la membrane externe,
une adénine nucléotide translocase (ANT) située dans la membrane interne et la CyPD située
dans la matrice (Tanveer et al., 1996 ; Crompton, 1999). L’association de la CyPD avec le
pore MPT se fait au niveau de la membrane interne de la mitochondrie (Connern & Halestrap,
1994 ; Johnson et al., 1999). Lors d’un stress cellulaire, la CyPD se fixe a I’ANT et maintient
le pore dans une conformation ouverte. Ce phénomene est dépendant de 1’activité PPlase de la
CyPD (Lin & Lechleiter, 2002). En s’associant a la CyPD, la CsA favorise la conformation
fermée du pore mitochondrial, protégeant ainsi les cellules du phénoméne MPT (Crompton et

al., 1988 ; Griffiths & Halestrap, 1991 ; Connern & Halestrap, 1994 ; Nicolli et al., 1996).
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3. Régulation de P’activité de la CAML

La calcium-signal modulating cyclophilin ligand (CAML) est une glycoprotéine
transmembranaire de 296 acides aminés (MM = 44 kDa). Elle contient 3 régions C-terminales
hydrophobes transmembranaires, un petit domaine intraluminal et un large domaine
cytosolique (Bram & Crabtree, 1994). La CAML est colocalisée avec le Ca*", I’ATPase 11
Ca®" dépendante, la calréticuline et la CyPB, dans le réticulum endoplasmique ou le réticulum
sarcoplasmique (Holloway & Bram, 1996 ; Holloway & Bram, 1998). Elle n’interagit ni avec
la CyPA ou la CyPC ni avec la FKBP12 (Bram & Crabtree, 1994). La CAML est un récepteur
spécifique de la CyPB et le complexe formé serait impliqué dans la régulation de I’ouverture
de canaux calciques (Holloway & Bram, 1996). En régulant la libération de Ca®"
intracellulaire, la CAML régulerait 1’activation de la calcineurine et ainsi 1’activation

transcriptionnelle du géne de I’IL-2 (Bram & Crabtree, 1994).

4. Interactions avec la CyCAP

La CyPC-associated protein (CyCAP) est une N-glycoprotéine de 574 acides aminés
(MM = 77 kDa) (Friedman & Weissman, 1991). La CyCAP contient un domaine riche en
cystéine appelé domaine SRCR (Scavenger-Receptor Cysteine Rich) que 1’on retrouve dans
les régions extracellulaires de plusieurs protéines transmembranaires ou sécrétées. D’autre
part, elle possede une séquence signal dans son domaine N-terminal, suggérant que la protéine
puisse étre sécrétée. La CyCAP est un homologue structural et fonctionnel de la Mac-2
binding protein, un facteur impliqué dans les réponses immunitaires et inflammatoires
(Trahey & Weissman, 1999 ; Jalkanen et al, 2001). Des souris déficientes en CyCAP
deviennent plus sensibles aux endotoxines bactériennes et surexpriment des cytokines pro-
inflammatoires telles que 1’IL-12 et les TNF. Enfin, elle est surexprimée et sécrétée en grande
quantité¢ dans les liquides biologiques en réponse a des stimuli inflammatoires (Trahey &
Weissman, 1999). L’ensemble de ces données suggere que la CyCAP serait impliquée dans la

régulation de phénomeénes inflammatoires.

5. Activité nucléasique
In vitro, les cyclophilines A, B et C possédent une activité nucléasique Ca*"/Mg**-
dépendante, distincte de leur activité PPlase et stimulée par la CsA (Montague et al., 1994 ;
Montague et al., 1997 ; Wine et al., 1997 ; Nagata et al., 2000). Elles sont capables de
dégrader I’ADN simple et double brins et d’induire des terminaisons 3’OH caractéristiques de

I’activité des nucléases apoptotiques. La CyPA partage d’ailleurs de fortes homologies de
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séquence avec la NUCI1S, une endonucléase de 18 kDa impliquée dans la dégradation de
1”ADN des cellules en apoptose. L’activité de NUC18 est également dépendante des ions Ca®"
et Mg®" mais est inhibée par les ions Zn*" (Gaido & Cidlowski, 1991). Durant le processus
d’apoptose, la CyPA perd sa capacité a fixer le Zn>", ce qui induirait alors son activité
nucléasique (Krummrei et al., 1995). Ces données suggérent que des cyclophilines, et en
particulier la CyPA, seraient impliquées, in vivo, dans la dégradation de I’ADN génomique

durant I’apoptose (Montague & Cidlowski, 1996 ; Montague ef al., 1997).

6. Activité mitogene
Caroni et al. (1991) ont montré que la CyPB sécrétée d’embryon de Poulet était un
facteur de croissance pour les cellules embryonnaires de la moelle épiniére, des fibroblastes et
des cellules de cceur de Poulet. Plus récemment, Jin et al. (2000) ont montré que la CyPA
augmente la prolifération de cellules de muscles lisses. Les activités mitogénes des CyPA et
CyPB ne sont toutefois pas comparables a celles des facteurs de croissance habituels,
suggérant que ces activités mitogeénes ne sont qu’une conséquence des effets des cyclophilines
sécrétées sur le métabolisme et la survie des cellules. En effet, les CyPA et CyPB sécrétées
activent la voie des MAP-kinases ERK1 et ERK2, des protéines connues pour leur
implication dans les mécanismes de prolifération et de survie cellulaire (Jin et al., 2000 ;
Yurchenko et al., 2001 ; Yurchenko et al., 2002). D’autre part, la CyPA sécrétée protége les
cellules contre 1’apoptose induite par un stress oxydatif (Doyle et al., 1999 ; Jin et al., 2000).
Récemment, Rycyzyn et al. (2000) ont montré que la CyPB stimule D’activité
mitogéne de la prolactine. La prolactine est une hormone peptidique a activité facteur de
croissance dont Dl’activité est dépendante de la fixation a un récepteur couplé¢ a la voie
Jak2/STATS. En interagissant avec la prolactine, la CyPB induirait un phénomeéne de rétro-
translocation du complexe CyPB/prolactine vers le noyau, ou la prolactine agirait comme
activateur transcriptionnel. Ce complexe interagirait directement avec STATS, provoquant
I’activation de ce facteur de transcription par dissociation de son répresseur. Il semble donc
que D’activit¢é mitogéne du complexe soit indépendante de 1’activité kinase Jak2 et de la
dimérisation de STATS (Rycyzyn & Clevenger, 2002). L’activit¢ PPlase de la CyPB est
indispensable a ce phénoméne puisqu’un mutant de CyPB qui ne possede plus d’activité
enzymatique est incapable de stimuler 1’effet mitogéne de la prolactine méme s’il n’empéche
pas la rétro-translocation du complexe dans le noyau.
D’autres études réalisées in vivo et in vitro par la méme équipe ont mis en évidence une

interaction entre la CyPA et le récepteur de la prolactine (Syed et al., 2003). Ces auteurs ont
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montré que la surexpression de la CyPA dans des cellules CHO transfectées par le récepteur

prolongeait notamment la phosphorylation de Jak-2.

7. Activité pro-inflammatoire

C’est en recherchant de nouveaux facteurs chimioattractants pour les éosinophiles que
Xu et al. (1992) ont isolé chez le Rat une protéine de 18 kDa dont la séquence N-terminale est
identique a la CyPA. Ils ont également montré in vitro que la CyPA recombinante est capable
de stimuler la migration des €osinophiles et des neutrophiles obtenus par différenciation des
cellules de la lignée pro-myélocytaire HL-60. L’activité est maximale en présence de 10 nM
de CyPA. Parall¢lement a ces travaux, Sherry ef al. (1992) ont montré que des macrophages
de Souris stimulés par le LPS sécrétent la CyPA. La CyPA posséde in vivo une activité
inflammatoire et in vitro une activité chimiotactile pour les monocytes et les neutrophiles du
sang. Ces deux équipes ont montré que les activités biologiques de la CyPA sont inhibées par
la CsA, suggérant que la région impliquée dans la fixation au récepteur et/ou ’activité PPlase
est (sont) indispensable (s) a ce phénomene.

Gonzalez-Cuadrado ef al. (1996) ont montré que le niveau d’expression de I’ARNm
de la CyPB augmente dans les fibroblastes rénaux interstitiels activés, suggérant que la CyPB
sécrétée pourrait jouer un role actif dans le recrutement des leucocytes dans I’interstitium.

Plus récemment, Yurchenko ef al. (2001, 2002) ont montré que 1’activité chimiotactile
des CyPA et CyPB est dépendante de la présence du CDI147 et des voies de signalisation
associées. Par ailleurs, le site catalytique de la CyPA est indispensable a la génération de
signaux intracellulaires associés au CD147, suggérant que 1’activité PPlase des cyclophilines
est indispensable a leur activité chimioattractante (Yurchenko et al., 2001 ; Yurchenko et al.,
2002). Le CD147, encore appelé neurothéline, basigine ou EMMPRIN (Extracellular Matrix
Metalloproteinase Inducer), est une glycoprotéine de 40 a 70 kDa. C’est un membre de la
superfamille des immunoglobulines exprimé a la surface de nombreux types cellulaires
(Gething & Sambrook, 1992 ; Bartz et al., 1995 ; Billich et al., 1995). 11 est impliqué dans de
nombreux phénomeénes physiologiques, tels que 1’activation des lymphocytes T (Koch et al.,
1999), la régulation des mécanismes d’adhésion et d’agrégation cellulaires (Kasinrerk et al.,
1999 ; Cho et al., 2001) ou encore I’induction de métalloprotéinases (MMPs) (Ellis et al.,
1989 ; Biswas et al., 1995). Les MMPs participent par ailleurs a la libération de la CyPB
présente a la surface des chondrocytes en culture (De Ceuninck et al., 2003). Par conséquent,

la CyPB produite par les chondrocytes et retenue par leurs protéoglycannes membranaires,
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pourrait, en activant le CD147, agir de facon autocrine sur la production des enzymes

responsables de sa libération dans le milieu.

8. Interactions avec le HIV-1

Une autre fonction plus inattendue des cyclophilines est leur implication dans le cycle
infectieux du virus HIV-1 (Human Immunodeficiency Virus type 1). In vitro, les CyPA, CyPB
et CyPC forment des complexes stables avec la p559° (polyprotéine Gag) et la gp120 (Luban
et al., 1993 ; Franke ef al., 1994 ; Endrich et Gehring, 1998). En revanche, seule la CyPA est
incorporée dans les virions durant 1’assemblage du virus grace a des interactions avec la
p559° (Franke et al., 1994 ; Thali et al., 1994). La CyPA ne joue aucun rdle dans
I’assemblage, la maturation et la stabilité du HIV-1 (Grittinger et al., 1999 ; Wiegers et al.,
1999 ; Chiu et al., 2002), ni méme dans I’empaquetage des protéines et de I’ARN génomique
viral (Braaten et al., 1996b). Cependant, elle serait nécessaire a la réplication du HIV-1 dans
les cellules infectées (Billich ef al., 1995 ; Bartz et al., 1995 ; Braaten et al., 1996b ; Braaten
& Luban, 2001). Par exemple, la CsA et ses analogues non-immunosuppresseurs qui inhibent
I’incorporation de la CyPA, induisent la diminution du pouvoir infectieux des virions
(Rosenwirth et al., 1994 ; Thali et al., 1994 ; Bartz et al., 1995 ; Mlynar et al., 1997 ; Minder
et al., 2002). Toutefois, la CsA ne diminue pas la production d’ADN proviral dans le premier
temps de I’infection (Minder et al., 2002).

L’interaction avec la protéine Gag du HIV-1 est spécifique, puisque les protéines
équivalentes chez d’autres rétrovirus, tels que HIV-2, SIV ou MoMLV n’interagissent pas
avec la CyPA (Luban et al., 1993 ; Thali ef al., 1994). Cette interaction fait intervenir le site
de fixation de la CsA et le site enzymatique de la CyPA (Braaten et al., 1997 ; Dorfman et al.,
1997) ainsi que le domaine antigéne capside (CA), un produit de clivage de la protéine p557
(Colgan et al., 1996). Ce phénoméne est indispensable aux étapes précoces du cycle
infectieux du rétrovirus, étapes qui interviennent apres la fixation au récepteur lymphocytaire
CD4 et la fusion membranaire, mais avant ’action de la transcriptase réverse (Braaten et al.,
1996b).

Apres son incorporation, la CyPA subit également une translocation a la surface du
virus et deviendrait alors accessible aux récepteurs présents sur les macrophages (Sherry et
al., 1998). Les protéoglycannes a chaines héparanes sulfates (HSPG) et plus particuliérement
les syndécans ont été identifiés comme des co-récepteurs du virus HIV-1 sur ces mémes
cellules (Saphire et al., 2001). Selon ces auteurs, I’interaction avec les HSPG des cellules

cibles impliquerait des acides aminés basiques situés dans la région C-terminale de la CyPA

28

© 2003 Tous droits réserves. http://bibliotheques.univ-lille1.fr/grisemine


http://bibliotheques.univ-lille1.fr/grisemine

Thése de Christophe Vanpouille, Lille 1, 2003

(Saphire et al., 1999). D’autre part, Bobardt ez al. (2003) ont identifié les syndécans comme
des co-récepteurs du HIV-1 via I’interaction avec la gp120. Ibrahim et al. (1999) ont montré,
quant a eux que les héparanes sulfates membranaires étaient nécessaires a 1’entrée du virus
pour quelques lignées cellulaires mais pas pour les lymphocytes primaires. Ces auteurs ont
montré que la digestion enzymatique des héparanes sulfates exprimés a la surface des
lymphocytes primaires n’avait pas d’influence sur leur capacité a supporter la réplication du
rétrovirus, suggérant que les HSPG ne sont pas utiles pour I’entrée du virus dans ces cellules.
De méme, Zhang et al. (2002) excluent un rdéle majeur des protéoglycannes dans
I’attachement de la plupart des souches de HIV-1 aux cellules cibles via des interactions avec
la CyPA ou la gp120.

En recherchant de nouveaux co-récepteurs du virus HIV-1, Pushkarsky et al. (2001)
ont caractérisé une interaction entre le CD147 et la CyPA incorporée dans I’enveloppe virale.
Ce récepteur interviendrait dans la fixation et I’entrée du virus dans ses cellules cibles,
confirmant ainsi le role fonctionnel de la CyPA dans le cycle infectieux du HIV-1. Cependant,
a I’inverse de ce qui est observé pour le chimiotactisme, il semble ici que I’activité PPlase de
la CyPA ne soit pas nécessaire a la réplication du virus (Saphire et al, 2002). Ainsi,
I’interaction entre le site enzymatique de la CyPA et le domaine CA de la protéine Gag ne

servirait qu’a I’incorporation de la CyPA dans les virions et non a une fixation au CD147.

IT - INTERACTION ENTRE LA CYPB ET SES SITES DE FIXATION
MEMBRANAIRES

A - FIXATION DE LA CYPB A LA SURFACE DES LYMPHOCYTES

La caractérisation de formes sécrétées de cyclophilines possédant des activités
biologiques a conduit les membres de notre Laboratoire a rechercher des sites de fixation de la
CyPB a la surface des cellules du sang. En raison de I’implication de ces protéines dans
I’activité immunosuppressive de la CsA, les premiéres études de fixation de la CyPB ont été
réalisées sur les lymphocytes T. Dans ce contexte, Allain ef al. (1994) ont mis en évidence des
sites de fixation spécifiques sur les cellules de la lignée lymphoblastique Jurkat ainsi que sur
les lymphocytes T du sang.

Denys et al. (1998b) ont ensuite montré que coexistaient en fait deux types de site de
fixation de la CyPB a la surface des lymphocytes T circulants. Le premier site de fixation,
dénommeé site de type I, est insensible a la force ionique mais est altéré par la trypsine ou un

pH acide, suggérant que ce récepteur est de nature protéique. D’autre part, la fixation de la
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CyPB sur son récepteur lymphocytaire induit une internalisation rapide de ce dernier,
suggérant que le récepteur de type I est un récepteur protéique fonctionnel. Récemment, le
CD147 a été identifié comme ¢étant un récepteur potentiel des CyPA et CyPB (Pushkarsky et
al., 2001 ; Yurchenko et al., 2001 ; Yurchenko ef al., 2002). En effet, seules les cellules CHO
transfectées avec le CD147 sont capables de répondre aux deux cyclophilines. Néanmoins,
aucune interaction directe n’a pu étre caractérisée avec le CD147. Les auteurs expliquent
I’incapacité a mesurer un Kd par une faible affinité et une interaction de nature similaire a
celle d’une enzyme pour son substrat (Yurchenko et al., 2002).

Le second site de fixation, dénommé site de type II, est sensible a la force ionique et
détruit par ’héparinase I, suggérant que le type II est représenté par des protéoglycannes
membranaires portant des motifs héparanes sulfates. Ces sites glycanniques sont spécifiques
puisque les deux sites de fixation ont été décrits avec une méme affinit¢ (Kd = 10 nM).
Toutefois, les sites de nature glycannique sont environ 3 fois plus représentés que les sites de
type I (25000 + 10000 pour le site de type I versus 70000 + 25000 pour le site de type II)
(Denys et al., 1998D).

La répartition des sites de fixation de la CyPB a la surface des différentes sous-
populations lymphocytaires a également été étudiée. Denys ef al. (1997) ont ainsi montré par
double marquage en cytofluorimétriec en flux que les sites de fixation sont présents
principalement sur les lymphocytes T CD4+. Ils sont par ailleurs distribués de facon
équivalente sur les lymphocytes naifs et mémoires. Le nombre de sites de fixation de la CyPB
est fortement réduit sur les lymphocytes activés, alors que I’affinité reste constante, ce qui
suggere que I’activation induit une régulation négative de leur expression.

Par ailleurs, la cyclophiline B plasmatique a été dosée par Allain et al. (1995) qui ont
estimé sa concentration plasmatique a 150 £ 80 ng/ml (5 £ 2 nM). Chez les patients qui ont
subi une transplantation d’organe, celle-ci est de 13 £ 6,5 nM (Denys et al, 1998a).
Complexée a la CsA, la CyPB est seulement capable de se fixer aux sites de type II. La CsA
peut alors se décomplexer de la CyPB et diffuser a travers la membrane pour s’accumuler
dans la cellule ou elle s’associe a la CyPA et exerce son activité immunosuppressive (Allain
et al., 1996 ; Denys et al., 1998a). La CyPB plasmatique contribuerait donc a augmenter
I’efficacité du médicament en favorisant son ciblage vers les cellules T via la fixation du

complexe CyPB/CsA sur les protéoglycannes membranaires.
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B - REGIONS DE LA CYPB IMPLIQUEES DANS LA FIXATION AUX DEUX TYPES

DE RECEPTEURS

La CyPB mature est composée d’un noyau central dont la séquence est trés proche de
celle de la CyPA et de deux extensions N- et C-terminales spécifiques. Des observations
préliminaires ont suggéré que le noyau central de la CyPB pouvait étre impliqué dans la
fixation au site de type I. La CsA abolit en effet la fixation de la CyPB au récepteur protéique
(Allain et al., 1996 ; Denys et al., 1998a). En ce qui concerne le site de type II, Mariller et al.
(1996) ont montré que I’extrémité N-terminale de la CyPB est directement impliquée dans la
fixation spécifique au récepteur. Cette région contient la séquence basique 'DEKKKGPK®,
proche de certaines séquences consensus décrites comme intervenant dans des interactions
entre GAGs sulfatés et protéines de la famille des HBP (Heparin Binding Proteins) (Cardin &
Weintraub, 1989). Cette séquence spécifique de la CyPB explique pourquoi ni la CyPA, ni la
CyPC ne sont capables de se fixer aux sites de type II.

Afin de déterminer plus précisément la nature des acides aminés de la CyPB impliqués
dans I’interaction avec chacun des deux types de récepteur, les membres de notre Laboratoire
ont réalisés des expériences de fixation avec des protéines modifiées par mutagenéese dirigée.
Ils ont ainsi substitué certains acides aminés du noyau central d’une part et de 1I’extrémité N-
terminale d’autre part.

Dans un premier temps, trois mutants ont été testés pour leur capacité a interagir avec
le récepteur protéique : un mutant modifié¢ au niveau de la fixation a la CsA (CyPBwi2sa) et
deux mutants modifiés au niveau du site catalytique (CyPBge2a €t CyPBre74). La mutation du
résidu W'?* affecte la fixation au récepteur de type I alors que les mutations R** et F®’ sont
sans effet. Par conséquent, une partie de la poche de fixation de la CsA recouvre le domaine
de fixation au récepteur protéique alors que le site enzymatique n’est pas impliqué dans ces
interactions. Le résidu W'*® est commun 4 toutes les cyclophilines eucaryotes, ce qui laissait
penser qu’il pouvait intervenir dans I’interaction de nature hydrophobe avec la CsA.
Toutefois, I’affinité de la CyPB pour le site I est plus élevée que celle de la CyPC (isoforme la
plus proche de la CyPB), suggérant que des acides aminés spécifiques localisés a proximité de
la poche de fixation de la CsA sont également impliqués dans la fixation au site de type I
(Carpentier et al., 1999b). Pour vérifier cette hypothése, nous avons recherché d’autres acides
aminés localisés a proximité du site de fixation de la CsA et susceptibles d’expliquer la
spécificité de liaison de la CyPB aux sites de type 1. Nous avons ainsi caractérisé cinq résidus,

R, G”, K% D' et D'®, pour lesquels la modification par mutagenése dirigée réduit
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fortement la fixation de la CyPB sur son récepteur protéique. Le résidu K'** est commun aux
CyPA, CyPB et CyPC et ne peut donc pas expliquer la spécificité de fixation de la CyPB sur
son récepteur. Le résidu R7® n’est conservé que dans les CyPA et CyPB alors que les trois
derniers acides aminés sont communs aux seules CyPB et CyPC. Ces données suggerent que
I’affinité ¢levée de la CyPB pour son récepteur lymphocytaire est liée a la présence des
résidus R76, G77, Km, D!'¥ et D' (Carpentier et al., 2002). Ces cinq résidus sont également
impliqués dans la fixation du complexe CyPB/CsA a la calcineurine (Carpentier ef al., 2000).
L’ensemble de ces travaux indique que la région de la CyPB impliquée dans la fixation aux
sites de type I recouvre les sites de liaison a la CsA et a la calcineurine. Bien que ce domaine
soit trés conservé entre les cyclophilines, des différences mineures de séquence seraient
responsables de la spécificité de reconnaissance de la CyPB (Figure 6).

L’utilisation de deux CyPB mutées dans leur extension N-terminale (CyPBggk. et
CyPBayrp) a permis de mettre en évidence le réle des deux groupements d’acides aminés
'KKK® et '*YFD'® dans la fixation aux héparanes sulfates présents a la surface des
lymphocytes T. L’implication de la séquence "VYFDLR'® dans la fixation aux héparanes
sulfates a ¢été confirmée par compétition avec des peptides obtenus aprés hydrolyse ménagée
de la CyPB par une endoArgC a coupure secondaire endo-LysC, la clostripaine.

La méthode protéolytique n’a pas mis en évidence d’autres fragments, suggérant que
si d’autres régions sont impliquées, celles-ci seraient uniquement conformationnelles ou
contiendraient des résidus R ou K ¢loignés les uns des autres. Le tripeptide YFD a déja ¢été
décrit comme un motif de fixation du collagéne IV sur I’héparine et serait directement
impliqué dans 1’adhésion cellulaire (Koliakos et al., 1989 ; Wilke & Furcht, 1990). Cette
séquence pourrait renforcer 1’interaction relative aux interactions ioniques des héparanes
sulfates chargés négativement avec les trois lysines KKK de la CyPB (Carpentier et al.,
1999b). Les mutants modifiés dans d’autres régions de la CyPB se fixent normalement aux
GAGs, confirmant que le peptide N-terminal est seul impliqué dans les interactions avec le
site de type II. La CyPA qui ne posséde pas cette extension N-terminale est toutefois capable
de se fixer aux héparanes sulfates membranaires (Saphire et al., 1999). Ces auteurs ont
identifié une région basique, **RNGKTSKK'>, localisée dans I’extrémité C-terminale de la
protéine, impliquée spécifiquement dans ces interactions. Toutefois, il semble que 1’absence
d’extension N-terminale explique pourquoi la CyPA est éluée a faible force ionique d’une
colonne d’héparine immobilisée (0,15 M contre 0,6 M en NaCl pour la CyPB) et pourquoi la
CyPA n’entre pas en compétition avec la CyPB fixée sur 1’héparine ou sur les sites

glycanniques des lymphocytes T (Denys et al., 1998b ; Saphire et al., 1999).
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- Fixation aux GAGs
! Fixation au récepteur

A x
I Activité enzymatique £.- .. y”’ |

Figure 6 : Identification des régions de la CyPB impliquées dans I'activité enzymatique et dans la
fixation aux GAGs et au récepteur protéique. Les représentations tridimensionnelles de la CyPB
sont basées sur le fichier pdb 1CYN. Les coordonnées manquantes de I'extrémité N-terminale
'DEKKK® ont été calculées par modélisation moléculaire a I'aide du programme SYBYL.
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En modélisant les deux régions distinctes de la CyPB impliquées dans la fixation aux
deux sites, Carpentier et al. (1999b) ont suggéré que la CyPB était capable d’interagir
simultanément avec ses deux types de site puisque situés de part et d’autre de la molécule

(Figure 6).

C - LA CYPB : NOUVEAU MEMBRE DES HBP

La CyPB comme toutes les HBPs est capable de se fixer a un récepteur fonctionnel et
a des protéoglycannes de type héparane sulfate. Cette famille regroupe des protéines aussi
diverses que des facteurs de croissance, des cytokines, des chimiokines ou encore d’autres
protéines, telles que 1’antithrombine IIT (Capila & Linhardt, 2002).

Une caractéristique commune des HBPs est leur capacité a se fixer simultanément sur
les GAGs et sur leur récepteur protéique. Ainsi, en se fixant sur les GAGs sulfatés de
I’endothélium, les cytokines et les chimiokines sont préservées du flux sanguin et peuvent
encore interagir avec leurs cellules cibles (Tanaka et al., 1993a ; Najjam et al., 1997). Les
cellules circulantes remonteraient ainsi vers le site de I’inflammation en suivant un gradient
solide de facteurs chimioattractants présents sur [’endothélium et dans la matrice
extracellulaire (Tanaka et al., 1993a ; Gilat et al., 1994).

Dans certains cas, les GAGs modulent 1’affinité de certains facteurs de croissance et
chimiokines pour leur récepteur, induisant en méme temps des réponses cellulaires
persistantes (Webb et al., 1993 ; Graham et al., 1996). Par exemple, les interactions entre le
FGF-2 et les héparanes sulfates favorisent la persistance de signaux intracellulaires
indispensables a I’activit¢ mitogene de ce facteur (Uhlrich et al., 1986 ; Yayon et al., 1991 ;
Delehedde et al., 2000).

Les interactions HBP/héparane sulfate possédent un caractére spécifique. Cette
association doit en effet étre stable dans des conditions de pH et de force ionique
physiologiques. Cardin & Weintraub (1989) ont suggéré 1’existence de séquence consensus
sur les HBPs car certaines d’entre elles possédent des séquences similaires impliquées dans la
reconnaissance des chailnes héparanes sulfates. Toutefois, ces séquences consensus ne sont
pas retrouvées pour toutes les HBPs, suggérant que 1’association ne repose pas seulement sur
des interactions ioniques entre des héparanes sulfates chargés négativement et des régions
basiques de la protéine. La spécificité doit s’expliquer par une conformation particuliére ou
par la présence de séquences clés qui verrouilleraient 1’interaction entre la protéine et le motif

héparinique.
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CHAPITRE Il

Les protéoglycannes

© 2003 Tous droits réserves. http://bibliotheques.univ-lille1.fr/grisemine


http://bibliotheques.univ-lille1.fr/grisemine

Thése de Christophe Vanpouille, Lille 1, 2003

I - STRUCTURE DES PROTEOGLYCANNES

Les protéoglycannes appartiennent a la famille des glycoprotéines. Ils sont constitués
d’une partie protéique, appelée core protéique sur laquelle sont greffées de fagon covalente des
chaines polyosidiques appelées glycosaminoglycannes (GAGs). IIs sont présents a I’intérieur des
cellules, a la surface de la plupart des types cellulaires de mammifére et dans la matrice

extracellulaire (Delehedde et al., 2002a).

A — LES GLYCOSAMINOGLYCANNES

Les GAGs sont des polysaccharides linéaires constitués de la répétition d’unités
disaccharidiques. Ces unités se composent d’une hexosamine, glucosamine (GIcN) ou
galactosamine (GalN), substituée ou non par un groupement acétyl ou sulfate sur la fonction
amine et d’un acide uronique, acide glucuronique (GlcA) ou iduronique (IdoA). Par ailleurs, les
fonctions hydroxyles en position 2 des acides uroniques et en position 3 et/ou 6 des hexosamines
peuvent étre sulfatées (Silbert et al,, 1997). Les GAGs sont donc des molécules fortement
chargées négativement, ce qui constitue une différence principale entre les protéoglycannes et les
autres glycoprotéines. Les chalnes des GAGs sont constituées de 15 a plusieurs centaines

d'unités disaccharidiques, voire plusieurs milliers dans le cas de I’acide hyaluronique.

1. Les familles de glycosaminoglycannes
Quatre types de GAGs ont été décrits (Figure 7).
a. L’acide hyaluronique
C’est le plus simple des GAGs. Il est formé de la répétition du motif disaccharidique
suivant : [D-acide glucuronique [-1,3-N-acétyl-D-glucosamine]. Les unités disaccharidiques
sont liées en B-1,4. A la différence des autres GAGs, 1’acide hyaluronique n’est ni sulfaté, ni li¢

de fagon covalente a une protéine (Fraser et al., 1997 ; Weigel et al., 1997).

b. L héparine et les héparanes sulfates
Ils sont constitués de la répétition d’unités disaccharidiques formées d’acide uronique
(acide a-L-iduronique ou B-D-glucuronique) a-1,4-D-glucosamine liées en B-1,4- (ou a-1,4- si
I’acide uronique est 1’acide iduronique). L’héparine et les héparanes sulfates sont synthétisés a
partir d’un précurseur non sulfaté constitué d’unités renfermant un acide glucuronique et une N-
acétylglucosamine (Lindahl et al., 1998 ; Casu & Lindahl, 2001 ; Esko & Lindahl, 2001 ; Esko
& Selleck, 2002 ; Rabenstein, 2002).
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Ce précurseur subit ensuite une série de modifications qui commence par une N-
déacétylation/N-sulfatation des résidus de N-acétylglucosamine, une épimérisation des acides
glucuroniques en acides iduroniques et des sulfatations variables sur la fonction hydroxyle en
position 2 de I’acide iduronique et sur les fonctions hydroxyles en 6 voire 3 des glucosamines.

L’héparine est plus fortement sulfatée que les héparanes sulfates (Lyon & Gallagher,
1998). Elle est constituée d’unités disaccharidiques tres sulfatées telles que : [doA2S-GIcNS6S.
Le pourcentage et la localisation des sulfatations et des acides iduroniques sont plus variables
pour les héparanes sulfates. Ces derniers sont constitués de domaines tres sulfatés (domaines NS)
alternant avec des domaines faiblement sulfatés qui correspondent en fait a des régions non
modifiées (domaines NA) ou des domaines renfermant des unités disaccharidiques N-acétylées
et N-sulfatées (domaines NA/NS) (Maccarana et al., 1996 ; Gallagher, 2001) (Figure 8). Les
groupements O-sulfatés et les résidus d’acide iduronique sont présents dans les domaines NS et
NA/NS mais sont absents des domaines NA. D’autre part, la distribution, la longueur et le niveau
de modifications des héparanes sulfates varient considérablement selon les espéces, le tissu, le
stade de développement ou les conditions physiopathologiques (Maccarana et al., 1996 ; Lindahl
& Lindahl, 1997 ; Brickman et al., 1998 ; Feyzi et al., 1998 ; Esko & lindahl, 2001 ; Turnbull et
al., 2001 ; Esko & Selleck, 2002).

c. Les kératanes sulfates

Ils se distinguent des autres GAGs par la substitution de 1’acide uronique par le galactose
dans leur motif disaccharidique de base. Ce sont des polymeres de [galactose B-1,4- N-acétyl-D-
glucosamine] liés en B-1,3-. Le degré de sulfatation varie tout au long des chaines kératanes. La
premicre, voire les deux premicres unités disaccharidiques situées en position réductrice ne sont
pas sulfatées. Les unités disacharidiques suivantes sont monosulfatées voire disulfatées en bout
de chaine (Stuhlsatz et al., 1989 ; Greiling, 1994). Par ailleurs, les chalnes de kératane sulfate ne
sont pas forcément linéaires. Elles peuvent contenir des résidus de fucose et se terminer par des

acides sialiques (Funderburgh, 2000).

d. Les chondroitanes sulfates
Ils consistent en 1’alternance d’unités disaccharidiques : [acide glucuronique [-1,4-N-
actélylgalactosamine] liées en B-1,3-. Selon ’espéce et le tissu étudié, les chondroitanes sulfates
montrent une large gamme de sulfatation. En général, sur une méme chaine de chondroitane
sulfate, les résidus de N-acétylgalactosamine sont majoritairement voire entiérement sulfatés en

position 4 ou 6. On parle ainsi de chondroitane-4 sulfates et de chondroitane-6 sulfates.
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Toutefois, les résidus doublement sulfatés en 4 et 6 existent également. L’acide
glucuronique sulfaté en position 2 peut étre présent a co6té d’ une N-acétylgalactosamine sulfatée

ou non (Silbert et al., 1997).

e. Les dermatanes sulfates
IlIs sont plus complexes que les chondroitanes sulfates. Ils ont le méme polymere
précurseur, mais la présence d’un acide iduronique suffit a définir le GAG comme un dermatane
sulfate plutot qu'un chondroitane (Sugahara & Kitagawa, 2000). La présence d’une uronosyl
épimérase suffit donc a convertir un chondroitane sulfate en dermatane. Les résidus d’acide
iduronique sont ordinairement présents a coté des N-acétylgalactosamines 4-sulfatées. Par
ailleurs, les dermatanes sulfates ont des acides iduroniques tres fréquemment sulfatés en position

2 (Silbert et al., 1997).

2. Biosynthése des chaines glycosaminoglycannes

La biosynthese de la chaine GAG se déroule essentiellement dans I’appareil de Golgi
(Silbert & Freilich, 1980 ; Sugumaran & Silbert, 1991). Elle implique I’action ordonnée et
concertée d’un grand nombre d’enzymes telles que des glycosyltransférases, épimérases et
sulfotransférases (Silbert et al., 1997). La biosynthése des chaines héparanes sulfates est la plus
détaillée dans la littérature.

La premiére étape dans la voie de biosynthese est I’attachement au core protéique de la
séquence saccharidique : B-GlcA(1-3)-B-Gal(1-3)-B-Gal-(1-4)-B-Xyl-1-Ser/Thr (Figure 7). Le
xylose est li¢ de fagcon covalente au groupement hydroxyl d’un résidu de sérine ou de thréonine
de la protéine (Gallagher & Lyon, 2000 ; Sugahara & Kitagawa, 2000 ; Esko & Lindahl, 2001).
Le premier sucre de la chaine GAG est toujours I’acide glucuronique, mais celui-ci est considéré
comme appartenant au lien tétrasaccharidique parce que son addition est catalysée par une
enzyme différente de celle qui catalyse son ajout au sein de la chaine (Helting & Roden, 1969).
Le xylose peut étre phosphorylé (Oegema et al., 1984) et un seul ou les deux résidus de galactose
peuvent étre sulfatés (Sugahara et al, 1992). Des unités disaccharidiques constituées d’acide
glucuronique et de N-acétylglucosamine sont ensuite polymérisées de fagon séquentielle sur ce
tétrasaccharide pour aboutir ainsi a la formation d’un polymeére linéaire N-acétylé (Esko &
Lindahl, 2001).

Ce polymere [acide glucuronique B-1-4-N-acétylglucosamine] est ensuite modifié par une
série de réactions enzymatiques, initiée par une N-déacétylase/N-sulfotransférase qui agit sur les

résidus de N-acétylglucosamine (Gallagher & Lyon, 2000 ; Habuchi, 2000 ; Pikas et al., 2000 ;
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Ringvall et al., 2000). Chez les vertébrés, quatre isoformes de N-déacétylase/N-sulfotransférase
ont été décrites (Esko & Selleck, 2002). Les glucosamines se retrouvent N-sulfatées, ce qui
constitue un signal pour I’action des autres enzymes de biosynthése.

La 5’-glucuronosyl épimérase catalyse 1’épimérisation de certains acides D-
glucuroniques en acides L-iduroniques. Elle agit sur des acides glucuroniques non sulfatés et
situés coté extrémité réductrice de résidus de glucosamines N-sulfatées (Jacobsson et al., 1984 ;
Hagner-McWhirter et al., 2000). L’acide L-iduronique peut adopter plusieurs conformations
pyranosiques ('Cs, *C; et %Sy contre une seule pour I’acide glucuronique : 'Cs) (Mulloy &

Forster, 2000) (Figure 9).

Figure 9 : Flexibilité conformationnelle des résidus de glucosamines (A)
et d'acides iduroniques (B) de I'héparine (Capila & Linhardt, 2002)
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Ces différentes conformations conférent une certaine flexibilité aux acides iduroniques.
La position en conformation chaise ou bateau des acides iduroniques dépend de leur sulfatation
en 2, de la sulfatation des glucosamines adjacentes mais également de la nature protéique du
ligand qui se fixe sur la partie oligosidique contenant 1’acide iduronique (Esko & Selleck, 2002).
L’uronosyl-2-O-sulfotransférase agit a la fois sur les acides glucuroniques et iduroniques. Une
seule isoforme est connue chez les vertébrés (Bai ef al., 1999). Dans certaines circonstances, la
2-O-sulfatation affecte le degré de N-déacétylation/N-sulfatation des glucosamines N-acétylées
et de 6-O-sulfatation (Bai & Esko, 1996 ; Merry et al, 2001), suggérant que la N-
déacétylation/N-sulfatation, 1’épimérisation et la 2-O-sulfatation ont probablement lieu en méme
temps (Esko & Selleck, 2002).

Trois glucosaminyl 6-O-sulfotransférases ont été identifiées chez les vertébrés, mais peu
de choses sont connues sur leur substrat de préférence. De fagon générale, la 6-O-sulfatation est
plutdt observée sur des glucosamines N-acétylées ou N-sulfatées voisines d’une glucosamine N-
sulfatée (Habuchi et al., 2000).

Actuellement, six glucosaminyl 3-O-sulfotransférases ont été identifiées et clonées
(Shworak et al., 1997 ; Shworak et al., 1999 ; Xia et al., 2002). La 3-O-sulfatation des résidus de
glucosamine est une modification importante durant la biosynthése des héparanes sulfates pour
au moins deux sites de fixation, celui de I’antithrombine III et celui de la glycoprotéine gD de
I’Herpes simplex virus (HSV) (Kusche et al., 1988 ; Kusche et al., 1991 ; Shworak et al., 1997 ;
Shukla et al., 1999 ; Xia et al., 2002). Les glucosaminyl 3-O-sulfotransférases montrent des
similitudes avec les N-déacétylase/N-sulfotransférases, surtout dans le domaine sulfotransférase
C-terminal (environ 50%). En revanche, elles n’ont aucune homologie de séquence avec les
glucosaminyl 6-O-sulfotransférases, sauf au niveau de petits domaines impliqués dans la fixation
du 3’-phosphoadénosine-5’-phosphosulfate (PAPS) (Shworak et al., 1999 ; Habuchi et al.,
2000). Ceci n’est pas étonnant puisque toutes les enzymes impliquées dans le transfert de
sulfates utilisent le PAPS comme donneur de sulfate.

Certaines glucosamines des chaines héparanes sulfates semblent échapper au processus
de sulfatation au cours de la biosynthése. Le pourcentage de fonction amine libre varie de 0,7 a 4
% selon ’origine des chaines héparanes sulfates (Nogard-Sumnicht & Varki, 1995 ; van den
Born et al., 1995 ; Toida et al., 1997 ; Westling & Lindahl, 2002). Trois études ont localisé les
glucosamines libres a ’interface des domaines N-acétylés et des domaines N-sulfatés (Toida et
al., 1997 ; Ding et al., 2001a ; Westling & Lindahl, 2002). Une glucosamine libre reconnue par
un anticorps monoclonal (10E4) a d’ailleurs été identifiée dans une région oligosaccharidique

non sulfatée (Leteux et al, 2001). De plus, Ding ef al. (1997) ont émis 1’hypothése que les
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résidus de glucosamine libre étaient majoritairement situés au niveau du lien entre le core
protéique et les GAGs. En revanche, 1'unité disaccharidique IdoA2S-GIcNH2, séquence
identifiée comme cible de la 3-O-sulfotransférase 3A serait située dans des régions treés sulfatées
(Maccarana et al., 1996 ; Liu et al., 1999 Liu et al., 2002).

Le mécanisme de formation des résidus de glucosamine libre durant la bisoynthese des
chaines héparanes sulfates n’est pas encore bien défini. Plusieurs possibilités sont envisageables.
(/) Quelques résidus de glucosamines N-acétylées initialement présents dans le précurseur
pourraient échapper au processus de N-déacétylation/N-sulfatation. Les groupements acétyls
résiduels pourraient étre alors sélectivement enlevés lors d’une étape ultérieure, voire méme
lorsque tout le processus de biosynthése est terminé. (i) Par ailleurs, sur les quatre N-
déacétylase/N-sulfotransférases décrites, la NDST-3 a une activité de N-déacétylation beaucoup
plus élevée que son activité N-sulfotransférasique (Aikawa et al., 2001), suggérant que cette
enzyme pourrait étre a la base de la formation des résidus de glucosamine libre. Toutefois, le
niveau d’expression de cette enzyme est particulierement restreint et le pourcentage de
glucosamine libre n’augmente pas dans des cellules CHO déficientes en N-sulfatation (Bame e?
al., 1991). (iii) Enfin, les groupements N-sulfates pourraient étre sélectivement éliminés par une
endo-sulfamidase durant ou apres les étapes de modification.

L’ensemble de ces modifications géneére un grand nombre de structures différentes a
I’intérieur méme des chaines héparanes sulfates. Par exemple, il existe 15 unités
disaccharidiques possibles pour les chaines héparanes sulfates et au moins 10'® chaines
différentes de 100 unités disaccharidiques (Delehedde et al., 2001). Par ailleurs, la conséquence
du regroupement des N- et O-sulfatations est la formation d’une chaine polysaccharidique
composée de domaines faiblement sulfatés séparés par des domaines NS, qui sont enrichis en
groupements sulfates et en acides iduroniques (Lyon & Gallagher, 1998 ; Gallagher, 2001).

La variabilité structurale du polymeére d’héparine/d’héparane sulfate est donc le résultat
de modifications incompletes par différentes enzymes de biosynthése. Le role de facteurs
supplémentaires comme éléments régulateurs pour ces enzymes dans la voie de biosynthése n’a

pas encore ¢été déterminé (Capila & Linhardt, 2002).

B — LES CORES PROTEIQUES

En raison de leur forte hétérogénéité, il est difficile d’établir une classification des

protéoglycannes. Il est toutefois possible de les classer selon leur localisation cellulaire (Silbert
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et al., 1997 ; Delehedde et al., 2002a). On distingue ainsi les protéoglycannes intracellulaires,

membranaires et ceux de la matrice extracellulaire (Tableau II).

Tableau Il : Classification des principaux types de protéoglycannes
(Silbert et al., 1997)

Localisation Type HSPG Chaines GAGs
Proteoglygannes de Aggrécan, versican CS,KS
remplissage
. Décorine, biglycan DS
Matrice PG associés au
extracellulaire collagéne Fibromoduline, KS
lumican
Cerveau Neurocan, brévican CS
Membrane basale Perlecan HS
Liés par une ancre GPI Glypicans HS
Surface cellulaire ]
PG transmembranaires CD44, bétaglycan HS, €S
syndécans
Intracellulaire Serglycine HS (héparine), CS

1. Les protéoglycannes intracellulaires

Le protéoglycanne intracellulaire type est représenté par la serglycine. La serglycine est
un petit protéoglycanne qui est abondant dans les granules de sécrétion des mastocytes, des
basophiles et des cellules NK (Natural killer). 11 porte en général deux types de chaines GAGs,
des chaines héparine ou chondroitane sulfate (Schick et al., 2001). Le core protéique de la
serglycine est le plus petit des cores protéiques connus (10-15 kDa). La serglycine est formée de
la répétition de 9 a 24 unités de sérine-glycine sur lesquelles se greffent 7 a 15 chaines GAGs.
Apres sa synthese, le core protéique est clivé a son extrémité N-terminale pour donner la
protéine mature (Avraham et al., 1989). Dans les granules de sécrétion, la serglycine et autres
protéoglycannes intracellulaires jouent un rdle d’agent protecteur et/ou modulateur pour
différents facteurs inflammatoires comme les cytokines, les chimiokines et les protéases en les

transportant sur les sites cibles ou ils sont sécrétés (Schick et al., 2001).
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La serglycine présente dans les mastocytes de la muqueuse est le seul protéoglycanne a
porter des chaines GAGs correspondant a I’héparine (Yurt et al., 1977 ; Bourdon et al., 1985 ;
Kolset & Gallagher, 1990 ; Schick & Senkowski-Richardson, 1992 ; Humphries et al., 1999).
Ces chaines (MM = 5000-25000 Da) sont stockées dans les granules de sécrétion cytoplasmiques
dans des complexes non-covalents formés avec des protéines basiques (Conrad, 1998). La
serglycine de la plupart des cellules sanguines et des cellules endothéliales porte des chaines

chondroitanes sulfates trés sulfatées (Stevens et al., 1987 ; Stevens & Austens, 1989).

2. Les protéoglycannes extracellulaires
Ces protéoglycannes sont sécrétés apres biosynthése compléte et ne sont jamais attachés a
la surface cellulaire (Iozzo, 1998). Ils participent avec 1’acide hyaluronique, le collagene et la
fibronectine a 1’assemblage de la matrice extracellulaire et lui conf€rent certaines propriétés
rhéologiques telles que I’hydratation et la résistance aux forces compressives. On distingue
quatre familles de protéoglycannes matriciels : la famille des hyalectanes, la famille des

protéoglycannes riches en leucine, la famille du perlécan et I'endocan.

a. La famille des hyalectanes
Les hyalectanes regroupent les protéoglycannes qui interagissent avec [’acide
hyaluronique et les lectines (Iozzo, 1998). Le point commun entre ces protéoglycannes est leur
structure en trois domaines : un domaine N-terminal qui fixe 1’acide hyaluronique (Le Baron et
al., 1992 ; lozzo, 1998), un domaine central qui porte les chaines GAGs, et le domaine C-

terminal capable de fixer des lectines (Iozzo, 1998).

o. L’aggrécan

L’aggrécan est le plus grand de tous les protéoglycannes. Il est constitu¢ d’une centaine
de chaines chondroitanes sulfates de 20 a 60 kDa, d’environ 30 chaines kératanes sulfates et d’un
petit nombre de N-glycannes (Silbert et al., 1997 ; lozzo, 1998). La partie N-terminale s’organise
en 2 domaines globulaires et est impliquée dans la fixation de 1’acide hyaluronique et d’une
centaine de monomeres d’aggrécan. Cela contribue a former un large complexe multimoléculaire
qui peut atteindre des masses allant de 100 000 a 200 000 kDa. Les interactions sont stabilisées
par des protéines qui font le lien entre les différents membres de ce complexe multimoléculaire
(Tozzo, 1998).

L’aggrécan est le protéoglycanne majeur des tissus cartilagineux et est responsable en

partie de ses propriétés mécaniques (Caterson et al., 2000). En effet, la forte concentration de
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chaines GAGs et sa capacité a former de larges agrégats avec 1’acide hyaluronique lui conférent
une gigantesque structure polyanionique. L’aggrécan est ainsi capable de retenir un volume
d’eau au moins 1000 fois supérieur a son propre volume, conférant ainsi au cartilage une certaine

¢lasticité et la capacité a résister aux stress mécaniques.

p. Le versican

Le versican est un autre composant majeur de la plupart des matrices extracellulaires et
du cartilage. Le core protéique du versican est aussi large que celui des aggrécans mais il
contient moins de résidus Ser-Gly, ce qui explique qu’il contient moins de chaines GAGs que
I’aggrécan. Le domaine central contient environ 30 sites de liaison pour des chaines
chondroitanes sulfates.

Le versican est ¢également capable de former des agrégats avec 1’acide hyaluronique.
Toutefois, en raison de son plus faible nombre de chaines GAGs, il n’est pas capable de retenir
autant d’eau (Silbert et al., 1997). Le versican contribue toutefois a augmenter la rétention d’eau
lors des processus de remodelage cellulaire aprés des blessures ou des cas d’inflammation
(Delehedde et al., 2001). D’importants dépots de versican ont été localisés dans les tissus en
prolifération, en particulier dans des zones riches en acide hyaluronique qui sont associées avec
I’inflammation (Bensadoun et al., 1997 ; Nara et al., 1997 ; Brown et al., 1999 ; Venkatesan et
al., 2000 ; Johnson, 2001). II serait également impliqué dans I’hydratation du systéme nerveux
central (Bignami et al., 1993) et dans les interactions cellule-matrice via ses chaines GAGs
(Silbert et al., 1997). Le versican interagit également avec des chimiokines et module leurs

réponses cellulaires (Hirose et al., 2001).

y. Le neurocan
Le neurocan est un protéoglycanne a chaines chondroitanes sulfates, cloné a I’origine
dans le cerveau de Rat (Rauch ef al., 1992). Le neurocan possede des domaines N- et C-
terminaux similaires a ceux de I’aggrécan et du versican (Rauch et al., 1992). 1l est également
capable de former des agrégats avec I’acide hyaluronique via D’interaction avec d’autres
protéines (Rauch et al, 1991). Le neurocan fixe avec une forte affinit¢ (Kd = 6 nM) les
molécules d’adhésion cellulaire neuronale, Ng-CAM et N-CAM, contribuant ainsi a inhiber leurs

interactions homophiliques et la croissance neuritique (Rauch et al., 2001).
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0. Le brévican
Le brévican est un hyalectane récemment isolé du cerveau qui présente des similitudes
avec le neurocan. Comme le neurocan, il existe sous une forme entiere et une forme tronquée de
sa région de fixation des GAGs et du domaine N-terminal (Yamada et al., 1995). Par ailleurs, en
plus des formes sécrétées de brévican, une isoforme ancrée par un GPI a été retrouvée chez le

Rat (Seidenbecher et al., 1995).

b. La famille des protéoglycannes riches en leucine

Les principaux protéoglycannes de cette famille sont la décorine, le biglycan, le lumican
et la fibromoduline. Ce sont des composés majeurs de la matrice interstitielle. Ils ont été appelés
dans un premier temps DSPG ou protéoglycannes non agrégants car ils portent des chaines
dermatanes sulfates et n’interagissent pas avec 1’acide hyaluronique (Hocking et al, 1998 ;
lozzo, 1998). Toutefois, seuls la décorine et le biglycan possédent des chaines dermatanes
sulfates (Gallagher, 1989 ; Kjellén & Lindahl, 1991). Les cores protéiques sont petits (37-45
kDa) et posseédent un domaine central riche en leucine flanqué de part et d’autre par des régions

riches en cystéine (Hocking et al., 1998).

a. La décorine

La décorine contient une seule chaine dermatane sulfate. Elle est impliquée dans la
régulation de la formation des fibrilles de collagéne. Toutefois, un mutant de décorine qui n’a
plus de chaine dermatanes sulfates est capable de se fixer au collagéne, suggérant que c’est le
core protéique qui est impliqué dans I’interaction avec le collagéne. De la méme fagon, il a été
démontré que le core protéique de la décorine est directement impliqué dans la fixation des TGF
(Transforming Growth Factor) -B1, -B2 et -B3, faisant de la décorine un réservoir de TGF-B dans
le milieu extracellulaire (Yamaguchi et al., 1990 ; Hildebrand et al., 1994). Il apparait que dans
certains systémes cellulaires, la décorine bloque I’activit¢ du TGF-f (Yamaguchi & Ruoslahti,
1988 ; Yamaguchi et al., 1990), alors qu’elle I’augmente dans d’autres (Kresse et al., 1994 ;
Takeuchi et al., 1994). Une autre fonction de la décorine est sa capacité a inhiber la prolifération
cellulaire de fagcon indépendante du TGF-P. En effet, la décorine est un inhibiteur puissant de la
croissance. Elle agit directement sur les voies de transduction en conduisant a 1’activation de la
p21™*" qui est un inhibiteur de kinases cycline-dépendantes et donc & I’arrét immédiat en phase
G1 (De Luca et al., 1996 ; Santra et al., 1997). Enfin, il a également ét¢ montré in vivo que la
décorine est impliquée dans le processus d’angiogenese en réponse a un stress inflammatoire

(Nelimarkka et al., 2001).
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p. Le biglycan
Le biglycan est un autre membre de la famille des protéoglycannes riches en leucine. Il
porte deux chaines dermatanes sulfates. Il a ¢ét¢ majoritairement décrit dans la matrice
péricellulaire des tissus en développement (Hocking et al., 1998). Le core protéique du biglycan
interagit avec de nombreuses protéines de la matrice, comme la fibronectine, les collageénes de
type I ou VI (Hildebrand et al., 1994 ; Hocking et al., 1998). La surexpression du biglycan a été
observée dans des cas d’inflammation pulmonaire (Bensadoun et al., 1997 ; Venkatesan et al.,

2000).

y. La fibromoduline
La fibromoduline est un protéoglycanne portant des chaines kératanes sulfates. Elle est
notamment retrouvée dans les cartilages et les tendons (Kreis & Vale, 1993). La fibromoduline
se fixe aux collagenes de type I et II et influence a la fois la fibrillogenése mais aussi la structure
des fibrilles résultantes (Ezura et al., 2000). Dans certaines pathologies, comme les fibroses
pulmonaires, une altération de I’expression de la fibromoduline affecte 1’organisation du

collagene (Hildebrand ef al., 1994 ; Svensson et al., 1999 ; Venkatesan et al., 2000).

0. Le lumican

Le lumican est un autre protéoglycanne qui porte des chaines kératanes sulfates. Il est
présent aussi bien dans la cornée que dans les parois artérielles (Hocking et al., 1998 ;
Funderburgh, 2000). Le lumican joue un role de régulateur de la fibrillogenése du collagene, qui
est un processus critique dans la transparence de la cornée (Chakravarti et al., 1998 ; Ezura et al.,
2000). Des souris invalidées pour I’expression du lumican montrent des fibres de collagéne
anormalement épaisses ainsi qu’une opacité¢ de la cornée qui est dépendante de 1’age
(Chakravarti et al., 1998). Le lumican faiblement sulfaté¢ est présent dans les cornées
pathologiques et contribuerait au recrutement des macrophages dans les régions enflammées. Le
lumican est aussi largement présent en tant que glycoprotéine faiblement sulfatée dans les tissus
de connexion d’autres organes, tels que le cceur, les reins et les poumons (Chakravarti et al.,

1998 ; Hocking et al., 1998).

c. La famille du perlécan
Le perlécan est le protéoglycanne majeur de la membrane basale (Iozzo, 1998). Il est
toutefois également présent dans le cartilage (Hassel ez al., 1980 ; Costell et al., 1999 ; French et

al., 1999). 1l posséde un core protéique de 400 kDa environ, divisé en cinq domaines (Iozzo et
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al., 1994). Ses trois chaines GAGs peuvent étre de nature héparane sulfate ou chondroitane
sulfate méme si les chalnes héparanes sulfates sont plus fréquentes (Iozzo, 1998 ; Bernfield et
al., 1999). Le perlécan est sécrété mais adhére a la surface cellulaire, en partie en se fixant aux
intégrines (Hayashi et al., 1992 ; Battaglia et al., 1993 ; Rescan et al, 1993). Le perlécan
fonctionne également comme un réservoir bioactif pour des facteurs de croissance en les
protégeant de la dénaturation ou de la protéolyse (Saksela et al., 1988 ; Whitelock et al., 1996).
Par exemple, la suppression de 1’expression du perlécan bloque les activités autocrine et

paracrine du FGF-2 sur des cellules de mélanome humain (Aviezer et al., 1997).

d. L'endocan
L’endocan est un protéoglycanne soluble. Il est sécrété par les cellules endothéliales et
porte une seule chaine dermatane sulfate (Béchard et al., 2001). L’endocan est le protéoglycanne
le plus représent¢ dans le sang et sa sécrétion est sous le contréle de cytokines pro-

inflammatoires (Lasalle et al., 1996 ; Béchard et al., 2000).

3. Les protéoglycannes membranaires
Quatre familles de protéoglycannes membranaires ont été décrites.
a. Les syndécans

Les syndécans forment une famille de quatre protéoglycannes transmembranaires codés
par des génes différents (Spring et al., 1994). Ce sont des protéines membranaires de type I
constituées d’un peptide signal N-terminal, d’un ectodomaine variable portant les chaines GAGs,
d’un domaine transmembranaire et d’'un domaine cytoplasmique C-terminal (Figure 10).

Les domaines extracellulaires (ou ectodomaines) des syndécans portent essentiellement
des chaines héparanes sulfates mais peuvent également contenir des chaines chondroitanes
sulfates aux sites de glycosylation les plus proches de la membrane plasmique (Bernfield ef al.,
1999 ; Ueno et al., 2001). Les cores protéiques des syndécans sont de taille trés réduite par
rapport aux chaines GAGs (Bernfield et al., 1999 ; Rapraeger, 2000 ; Tumova et al., 2000 ;
Woods & Couchman, 2000 ; Couchman et al., 2001). Ils ont par ailleurs la capacité a former des
oligomeres non covalents.

Chez I’adulte, le syndécan-1 est majoritairement exprimé sur les cellules épithéliales et
les cellules plasmatiques malignes. Le syndécan-2 (ou fibroglycan) est présent essenticllement
sur les cellules endothéliales et les fibroblastes. Le syndécan-3 (ou N-syndécan) est
majoritairement localisé au niveau du systéme nerveux. Le syndécan-4 (amphiglycan, ryudocan)

est quant a lui exprimé de fagon plus ubiquitaire (Bernfield et al., 1992 ; Bernfield ef al., 1999).
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Ces dernieres années, de nombreux travaux tendent néanmoins a leur donner une répartition

cellulaire plus hétérogene.

e N

Domaine d’attachement
des héparanes sulfates

Domaine—
transmembranaire

:| Domaine de
coupure

o Domaine
/ conservé (C1)
Domaine \
variable (V) Domaine

conservé (C2)

Figure 10 : Représentation schématique des syndécans (Rapraeger, 2001)

Les ectodomaines de chaque syndécan peuvent étre libérés par clivage protéolytique,
libérant ainsi des HSPG solubles qui gardent les mémes propriétés de fixation que leurs
précurseurs ancrés dans la membrane cellulaire (Elenius et al., 1992 ; Kim et al., 1994). La
libération de I’ectodomaine est accélérée par le stress cellulaire, les protéinases et les facteurs de
croissance relargués au niveau des sites de I’inflammation. I1 a ét¢ montré que ces ectodomaines
maintiennent le facteur de croissance et la balance protéolytique au niveau du site de
I’inflammation (Kainulainen et al., 1998 ; Kato et al., 1998).

Les domaines transmembranaires, quant a eux, sont trés homologues d’un syndécan a un
autre. La raison de la conservation de séquences en acides aminés constituant le domaine
transmembranaire semble s’expliquer par I’existence d’une unique et caractéristique séquence
dans la dimérisation, voire 1’oligomérisation des syndécans ou encore dans I’interaction avec
d’autres protéines membranaires (Rapraeger & Ott, 1998).

Enfin, les domaines cytoplasmiques sont courts (= 30 acides aminés) et trés conservés.
Par exemple, la séquence des 13 acides aminés située immédiatement aprés le domaine
transmembranaire est identique pour les 4 syndécans. Deux régions (C1 et C2) présentent de

fortes homologies entre les différents membres et sont séparées par une région variable (V) qui
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est différente pour chaque syndécan (Rapraeger, 2001) (Figure 10), suggérant que certaines
fonctions peuvent étre communes aux quatre syndécans et d’autres plus spécifiques.

Les différences structurales entre les syndécans sont le résultat de variations dans le
nombre, le type et la structure fine des chaines GAGs (Kato et al., 1994 ; Sanderson et al., 1994 ;
Carey et al., 1997 ; Bernfield et al., 1999). Ces différences structurales des GAGs se traduisent
par des différences de capacité de fixation de certains ligands et donc par des fonctions
différentes des syndécans. En général, la structure fine des héparanes sulfates semble étre liée a
la source cellulaire mais non pas aux différentes isoformes des syndécans (Carey, 1997). Ainsi,
différents types cellulaires sont amenés a synthétiser des syndécans avec des chaines GAGs de
structures différentes et donc relatives a des activités différentes. Par exemple, les syndécan-1
produits par les cellules €pithéliales portent plus de chaines héparanes sulfates et chondroitanes
sulfates que les syndécan-1 des cellules épithéliales stratifiées (Sanderson & Bernfield, 1988).
De la méme fagon, le syndecan-1 isolé des cellules NIH-3Y3 se fixe a la laminine alors que celui
des cellules épithéliales de glandes mammaires n’en est pas capable (Elenius et al., 1990 ;
Salmivirta et al., 1994).

Les syndécans qui représentent la forme majeure d’héparanes sulfates a la surface
cellulaire sont impliqués dans les processus d’adhésion cellulaire via I’activation des intégrines
(Rapraeger & Ott, 1998 ; Woods & Couchman, 1998 ; Bernfield et al., 1999 ; Echtermeyer et al.,
1999 ; Woods, 2001 ; Yoneda & Couchman, 2003). La participation du syndécan-4 dans la
fomation des plaques focales d’adhésion suggere que ce syndécan possede un réle prédominant
dans les processus d’adhésion cellulaire (Rapraeger, 2001 ; Bass & Humphries, 2002). Sa
surexpression favorise d’ailleurs le réarrangement de I’actine corticale en fibres de stress et

augmente ¢galement le nombre de plaques focales d’adhésion (Longley et al., 1999).

b. Les glypicans

Les glypicans constituent la deuxi¢éme famille de protéoglycannes situés a la surface
cellulaire (Figure 11). A I'inverse des syndécans qui possédent un domaine transmembranaire,
les glypicans sont ancrés dans la membrane plasmique par une ancre de nature lipidique, le
glycosylphosphatidylinositol (GPI) (Filmus & Song, 2000 ; Filmus, 2001 ; Filmus & Selleck,
2001 ; Song & Filmus, 2002). Six membres de cette famille ont été identifiés chez les
mammiferes (Filmus et al., 1988 ; David et al., 1990 ; Stipp et al., 1994 ; Watanabe et al., 1995 ;
Saunders et al., 1997 ; Veugelers et al., 1999).

50

© 2003 Tous droits réserves. http://bibliotheques.univ-lille1.fr/grisemine


http://bibliotheques.univ-lille1.fr/grisemine

Thése de Christophe Vanpouille, Lille 1, 2003

Core protéique des glypicans

A
e )

ouT
L
Membrane T®
plasmique Ct \ Eg
IN 5
o3

[ éthanolamine ]

Ancrage GPI

Membrane plasmique

Figure 11 : Représentation schématique des glypicans (De Cat & David, 2001)

Le degré d’homologie entre les différents glypicans est modéré (Veugelers et al., 1999),
mais la position de 14 résidus de cystéine est conservée, suggérant que la structure
tridimensionnelle des glypicans est trés proche (Veugelers ef al., 1999 ; De Cat & David, 2001).
La taille du core protéique des glypicans est similaire (60-70 kDa) et comme attendu, ils ont tous
un peptide signal de sécrétion en position N-terminale, et un domaine hydrophobe nécessaire a
I’addition de I’ancre GPI c6té C-terminal (Veugelers et al., 1999).

Une autre caractéristique commune aux glypicans est la localisation des sites d’insertion
des chaines héparanes sulfates, qui semblent étre réduites aux 50 derniers acides aminés situés
dans le domaine C-terminal, plagant ainsi les chaines GAGs a proximit¢ de la membrane
plasmique (Veugelers et al., 1999). Ces domaines GAGs contiennent des groupes de 2 a 4

séquences d’insertion glycanique Ser-Gly entourés par un ou plusieurs résidus acides. Il a déja
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été préalablement montré que de tels motifs supportent préférentiellement 1’attachement de
chaines héparanes sulfates (Zhang et al., 1995). Une caractérisation biochimique du glypican-5
suggere toutefois que des modifications par des chaines chondroitanes sulfates sont possibles
(Saunders et al., 1997). Cette donnée n’est pas surprenante puisque des molécules hybrides ont
déja été décrites pour les protéoglycannes de la famille des syndécans (Bernfield et al., 1999).
Par ailleurs, il a récemment été montré que le domaine globulaire N-terminal du core protéique
peut aussi influencer la classe des GAGs dans les glypicans (Chen & Lander, 2001). Enfin,
Siebertz et al. (1999) ont mis en évidence une sous-population de glypican sans chaines GAGs.

En plus de la région contenant les chaines GAGs, les cores protéiques matures des
glypicans contiennent deux autres domaines structuraux : un domaine globulaire N-terminal et
un domaine "/inker". Un site de clivage protéolytique a été mis en évidence pour les glypican-1, -
3 et -4 (Watanabe et al., 1995 ; Liang et al., 1997). La signification et la protéase responsables de
ce clivage protéolytique restent toutefois encore inconnues. Le produit de clivage généré coté N-
terminal reste attaché a la partie C-terminale via un ou plusieurs ponts disulfures, restant ainsi
indétectable en Western blot si les conditions ne sont pas dénaturantes (Watanabe ef al., 1995).

La signification fonctionnelle d’un ancrage GPI pour une protéine n’a pas encore ¢€té
clairement établie mais plusieurs roles ont été suggérés (Song & Filmus, 2002). L un des rdles
possibles est de faciliter la localisation des protéines accrochées a la membrane via une ancre
GPI dans des micro-domaines spécifiques appelés rafts (Brown & Rose, 1992). Ces rafts sont
trés riches en sphingolipides et en cholestérol, en kinases de la famille Src, en protéines G et en
molécules impliquées dans le flux calcique (Simons & Ikonen, 1997). Le ciblage des glypicans
dans ces domaines membranaires faciliteraient les interactions avec des molécules de
signalisation en absence de domaine cytoplasmique (Ilangumuran et al., 2000).

Une autre fonction de I’ancre GPI pourrait étre un systéeme de régulation de libération de
protéines dans I’environnement extracellulaire. Les glypicans peuvent étre relargués de la
surface cellulaire par clivage non protéolytique par 1’action d’une phosphatidylinositol
phospholipase C (PI-PLC) ou d’une glycosylphosphatidylinositol phospholipase D membranaire
(PI-PLD) (Ishihara et al., 1987 ; Brunner et al., 1994). Finalement, des données récentes ont
montré que les ancres GPI dirigeraient les protéines vers des voies d’endocytose spécifiques qui
permettraient leur recyclage a la surface cellulaire (Fransson et al., 1998 ; Cheng et al., 2002 ;
Ding et al., 2002). Dans le cas des glypicans, il a été montré que le recyclage s’accompagne d’un
remodelage des chaines GAGs et donc d’une modification d’affinité pour certains ligands (Kato
et al., 1994 ; Brickman et al., 1998). Ce recyclage serait donc un moyen pour la cellule de

réguler I’internalisation de certains ligands dans des contextes cellulaires particuliers.
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c. Le CD44

Le CD44 est une protéine transmembranaire de type I exprimée sur la plupart des types
cellulaires tels que les leucocytes, les fibroblastes, les cellules épithéliales, les kératinocytes et
quelques cellules endothéliales. La caractéristique principale du CD44 est 1’existence de
plusieurs isoformes qui sont glycosylées différemment et exprimées spécifiquement dans
certains types cellulaires (Bajorath, 2000) (Figure 12). Les différentes isoformes du CD44 sont
produites par épissage alternatif d’un seul geéne et par modifications post-traductionnelles
(Goodison et al., 1999). Toutes les isoformes du CD44 portent un domaine transmembranaire
trés conservé comprenant 21 acides aminés et un domaine cytoplasmique de 72 acides aminés
(Isacke & Yarwood, 2002). Il semble que le nombre d’isoformes différentes du CD44 soit
responsable de la diversité des fonctions biologiques puisque le CD44 est impliqué entre autres
dans la domiciliation des lymphocytes, ’hématopoiése, 1’activation des leucocytes mais aussi
I’invasion des métastases tumorales (Greenfield ef al., 1999). Les analyses in vitro sont d’ailleurs
trés souvent rendues difficiles par le fait que le profil fonctionnel du CD44 dépend en partie de
I’expression d’isoformes dépendantes de la cellule mais aussi de ’environnement cellulaire
(Lesley et al., 1997 ; Borland et al., 1998).

La région N-terminale, qui contient un domaine de fixation a 1’acide hyaluronique, est
trés conservée entre les différentes especes de mammifere (85 % d’homologie). La région proche
de la membrane est peu conservée (environ 35 a 45 % d’homologie entre les espéces) et contient
plusieurs sites de O-glycosylation et d’attachement de chaines chondroitanes sulfates. Des
variants comprenant différents exons peuvent amener une hétérogénéité supplémentaire puisque,
par exemple, I’exon v3 contient une séquence Ser-Gly-Ser-Gly qui peut étre substituée par des
chaines héparanes sulfates (Bennett ef al., 1995 ; Greenfield ef al., 1999).

Alors que les isoformes de CD44 qui portent des chaines chondroitanes sulfates sont
capables de fixer des composants de la matrice comme le collagéne ou la fibronectine, le
CD44v3 qui porte une chaine héparane sulfate peut fixer des facteurs de croissance tels que le
FGF-2, ’EGF (Bennett et al., 1995 ; Jackson et al., 1995) ou encore ’HGF (van den Voort et al.,
1999). Le CD44 peut d’ailleurs avoir des fonctions de co-récepteur qui modulent la signalisation
issue des récepteurs tyrosines kinases (van der Voort et al., 1999 ; van der Voort et al., 2000).
Enfin, le CD44 peut faire le lien entre la membrane plasmique et I’actine du cytosquelette via la
fixation de protéines ERM. Les protéines ERM sont appelées ainsi parce qu’elles regroupent

I’ezrine, la radixine et la moésine.
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Figure 12 : Représentations schématiques des ARNm (A) et des protéines (B)
des isoformes majeures du CD44 (Jackson et al., 1995 ; Jackson, 1997)
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Ces trois roles moléculaires des CD44 permettent de comprendre pourquoi les CD44
peuvent favoriser d’une part, ou inhiber d’autre part la croissance cellulaire et pourquoi ils
augmentent la formation de métastase dans certaines tumeurs mais agissent comme des
suppresseurs de tumeurs dans d’autres cas (Ponta et al., 2003). Un des mécanismes est la
libération de sa partie extracellulaire. Le CD44 circulant qui augmente durant 1’inflammation ou
la dissémination tumorale peut alors interférer de fagon compétitive avec le CD44 membranaire

dans la fixation a I’acide hyaluronique (Ahrens et al., 2001).

d. Le bétaglycan

Le bétaglycan est un protéoglycanne unique, connu comme étant le récepteur de type III
du TGF. Il est capable de présenter le TGF aux récepteurs de type Il qui sont des récepteurs
sérine/thréonine kinases (Lopez-Casillas et al., 1991 ; Gold, 1999).

Il porte des chaines héparanes sulfates et chondroitanes sulfates et un petit domaine
intracellulaire sans aucun signal associ¢ connu (Lopez-Casillas et al., 1991). La particularité du
bétaglycan est sa capacité a fixer le TGFB-1 par son core protéique et ses chaines GAGs (Reiss
& Barcellos-Hofft, 1997 ; Gold, 1999).

Le role précis du récepteur de type III dans la signalisation du TGFf n’est pas encore
bien établi. Blobe ef al. (2001) ont identifié une protéine contenant un domaine PDZ, la GIPC
(Gaip-Interaction Protein, C terminus) qui se fixe a un motif de fixation PDZ de classe I présent
dans le domaine cytoplasmique du bétaglycan. Cette interaction est impliquée dans la régulation
de I’expression du bétaglycan a la surface cellulaire (Blobe ef al., 2001). Cette régulation a un
niveau protéique est suffisante pour augmenter les réponses associé¢es au TGFB (Blobe et al.,
2001). Toutefois, il a récemment été montré que le bétaglycan pouvait également inhiber la
signalisation du TGFB (Lewis et al., 2000 ; Eickelberg et al., 2002). Bien que normalement
présent dans la membrane plasmique, le bétaglycan peut subir un processus protéolytique in vivo,
ce qui a pour conséquence la sécrétion d’ectodomaines solubles. Dans la plupart des cas, cet
ectodomaine fixe et séquestre le TGFp, fonctionnant alors comme un récepteur antagoniste

(Reiss & Barcellos-Hoff, 1997 ; Gold, 1999 ; Philip et al., 1999).
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IT - FONCTION DES PROTEOGLYCANNES

La double nature biochimique, qui rassemble au sein d’une méme molécule deux entités :
protéique et glycannique, est a la base d’un large spectre d’action moléculaire et cellulaire
(Silbert et al., 1997 ; Turnbull et al, 2001). D’autre part, en raison de leur localisation
stratégique a la surface cellulaire ou dans la matrice extracellulaire, les protéoglycannes sont
capables de contrdler 1’activité de nombreuses protéines extracellulaires (Hocking et al., 1998 ;
lozzo, 1998 ; Bernfield ef al., 1999 ; Funderburgh, 2000 ; Gallagher & Lyon, 2000).

Les protéoglycannes extracellulaires sont impliqués a la fois dans 1’assemblage de la
matrice (Hildebrand et al., 1994 ; Hocking et al., 1998), dans sa résistance aux forces
compressives et dans le maintien de ses propriétés rhéologiques (Iozzo, 1998 ; Caterson et al.,
2000). IIs fonctionnent également comme un réservoir de facteurs de croissance ou de
chimiokines (Saksela et al., 1988 ; Whitelock et al., 1996), tout en modulant leurs réponses
cellulaires (Yamaguchi et al., 1990 ; Hildebrand et al., 1994 ; Hirose et al., 2001 ). L implication
dans l’inflammation a également ét¢ mise en évidence pour certains protéoglycannes de la
matrice comme le versican, la décorine ou le biglycan (Bensadoun et al., 1997 ; Nara et al.,
1997 ; Brown et al., 1999 ; Venkatesan et al., 2000 ; Johnson, 2001 ; Nelimarkka ez al., 2001).

Les protéoglycannes membranaires fixent des molécules de signalisation telles que des
facteurs de croissance, des morphogenes ou des cytokines inflammatoires (Bernfield et al.,
1999 ; Park et al., 2000 ; Perrimon & Bernfield, 2000 ; Song & filmus, 2002). Ces facteurs se
fixent principalement aux chaines héparanes sulfates qui portent des groupements sulfates
chargés négativement, dont la position et le nombre (Esko & Lindahl, 2001) contribuent a la
spécificité des interactions. Dans cette fonction, les protéoglycannes agissent soit simplement
comme des récepteurs glycanniques qui présentent le ligand au récepteur, soit comme des
molécules de cosignalisation. En somme, les protéoglycannes de la matrice et ceux situés a la
surface cellulaire agissent en synergie en régulant 1’activité et la biodisponibilit¢ de molécules
effectrices. Ils sont également impliqués dans la fixation et ’internalisation de différents agents
pathogenes (Spillman, 2001 ; Belting, 2003). Les protéoglycannes se retrouvent ainsi impliqués
dans des processus physiologiques trés variés comme la morphogenese, 1’hématopoicse, la
défense de D'organisme, le métabolisme énergétique, les processus de cicatrisation, ou
pathologiques comme le développement de tumeurs, les inflammations chroniques ou I’infection
par des agents pathogenes (Bernfield er al., 1999 ; Alexander et al., 2000 ; Filmus & Selleck,
2001 ; Park et al., 2001 ; Reizes et al., 2001 ; Saphire et al., 2002 ; Song & Filmus, 2002 ;
Bobardt et al., 2003).
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A - IMPORTANCE DES CHAINES GAGS

Des approches utilisant 1’héparine comme compétiteur, de 1’héparinase I ou encore des
traitements au chlorate pour modifier les chaines GAGs ont permis de définir un nombre
important de ligands pour les HSPG. Ces ligands correspondent notamment a des composés de la
matrice extracellulaire, des facteurs de croissance et des cytokines, impliquant ainsi les HSPG
dans des processus biologiques trés variés (Bernfield et al., 1999 ; Rapraeger, 2000 ; Tumova et

al., 2000 ; Woods & Couchman, 2000 ; Couchman et al., 2001).

1. Interaction GAG/protéine
a. Protection et stockage des HBPs

Un réle majeur des GAGs est la protection des facteurs extracellulaires de la dégradation
par des protéases. Ces dernieres sont trés importantes au niveau des sites de néovascularisation,
d’invasion cellulaire ou d’inflammation. Le rdle protecteur des GAGs contre la protéolyse est
commun a plusieurs facteurs de croissance. Par exemple, le FGF-2 fixé a 1’héparine ou aux
héparanes sulfates est protégé de la protéolyse par la plasmine (Saksela er al, 1988).
L’interaction avec 1’héparine et les héparanes sulfates protége le TGFB de la dégradation
protéolytique in vitro (McCaffrey et al., 1994) et prévient la formation de complexes inactifs
avec la B2-macroglobuline (McCaffrey et al., 1989 ; Lyon ef al., 1997). La fixation de I’IL-7, de
I’TFN-y, du FGF-1 et du FGF-2 a I’héparine ou aux héparanes sulfates les protége de la
dégradation protéolytique et de I’inactivation chimique (Gospodarowicz & Cheng, 1986 ;
Saksela et al., 1988 ; Lortat-Jacob & Grimaud, 1991 ; Clarke et al., 1995 ; Lortat-Jacob ef al.,
1996). Durant I’inflammation, I’héparine et les héparanes sulfates peuvent inactiver 1’¢lastase
relarguée par les neutrophiles (Flaumenhaft ef al, 1990), protégeant ainsi I’IL-8 d’une
dégradation rapide par les protéases relarguées (Webb et al., 1993 ; Cadene et al., 1995). De
plus, les héparanes sulfates peuvent protéger les facteurs de croissance de la dénaturation
thermique (Gospodarowicz & Cheng, 1986). Plus surprenant, le facteur de croissance, lui-méme,
peut avoir un role protecteur vis-a-vis des héparanes sulfates. Ainsi, dans des cellules CHO, il a
été montré que le FGF-2 inhibe le clivage des chaines héparanes sulfates par les héparanases
(Tumova & Bame, 1997 ; Tumova et al., 1999).

La séquestration des facteurs de croissance par les héparanes sulfates a été proposée
comme un mécanisme prévenant leur diffusion au sein d’un compartiment tissulaire ou entre
compartiments tissulaires. Elle permet une réserve locale des facteurs de croissance leur

permettant d’agir sur un nombre restreint de cellules. Ce réservoir constitue un moyen de
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localiser et de limiter la diffusion des facteurs de croissance tels que le FGF-2 (Flaumenhaft et
al., 1990 ; Colin et al., 1999 ; Dowd et al., 1999), le TGFB (McCaffrey et al., 1989 ; Lyon et al.,
1997), le VEGF (Houck ef al., 1992) et I’IL-8 (Webb et al., 1993). Par ailleurs, les GAGs de la
matrice extracellulaire et de la membrane basale constituent un réservoir pour de nombreux
facteurs extracellulaires (Damon ef al., 1989 ; Sommer & Ritkin, 1989 ; Adams et al., 1994) qui
peuvent étre alors présentés aux cellules cibles (Roberts et al., 1988 ; Thompson et al., 1990 ;
Gallagher & Turnbull, 1992). En général, les GAGs de la membrane basale et de la matrice
péricellulaire contiennent une forte densit¢ de sites de fixation pour différentes protéines
effectrices dont le mode d’action est le plus souvent de type paracrine. Par conséquent, on peut
concevoir un modele ou les protéines "sauteraient”" de chaines GAGs en chaines GAGs. Tout se
passerait comme si les molécules effectrices ne quittaient jamais les GAGs (Lander, 1999). Une
situation similaire a €té décrite pour des protéines lies a I’ADN (Shimamoto, 1999).

Goger et al. (2002) ont d’ailleurs montré que la fixation de I’IL-8 a 1’héparine ou aux
héparanes sulfates conduit a une stabilisation structurale, ce qui a pour conséquence de prolonger

I’effet biologique de la chimiokine.

b. Régulation de la diffusion des HBPs

Les HSPG exprimés a la surface cellulaire peuvent étre coupés et relargués comme des
HSPG solubles. Ces derniers gardent les mémes propriétés que leur précurseur cellulaire pour la
fixation des facteurs de croissance, suggérant qu’ils puissent jouer un role important dans la
régulation de leurs activités biologiques. Dans le cas du FGF-2, les héparanes sulfates solubles
peuvent agir comme des transporteurs et empécher I'interaction du FGF-2 avec les HSPG
membranaires des tissus, et donc par conséquent assurer la dissémination trés loin du site de
sécrétion (Flaumenhaft er al., 1990). Par exemple, une PI-PLC et une PI-PLD endogéne sont
capables de libérer le complexe FGF-2/HSPG qui reste biologiquement actif (Brunner et al.,
1991 ; Brunner et al., 1994).

Par ailleurs, la biodisponibilité¢ de différents facteurs est associée a des changements dans
I’environnement extracellulaire relatifs ou non a I’action d’endoglycosidases dégradant les
héparanes sulfates ou a l'action de protéases clivant le core protéique des HSPG. Ce processus
existe dans des conditions physiologiques. Il est par ailleurs fortement amplifi¢ lors de
phénomeénes biologiques fondamentaux tels que la morphogenése ou dans des pathologies
impliquant un remodelage intense des tissus, comme le cancer et les maladies inflammatoires

(Thrcke et al., 1998 ; Bame, 2001 ; Vlodavsky & Friedmann, 2001).
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Les ¢lastases sont des exemples de protéases impliquées dans la libération du FGF-2 fixé
aux HSPG de la matrice extracellulaire (Rich et al., 1996 ; Buczek-Thomas & Nugent, 1999).
Les ¢lastases leucocytaires et vasculaires peuvent libérer le FGF-2 fix¢é aux héparanes sulfates,
lequel peut ensuite agir comme un agent mitogéne puissant des cellules musculaires lisses
(Thompson & Rabinovitch, 1996). Les MMPs, sécrétées par de nombreuses cellules
inflammatoires comme les neutrophiles et les macrophages, peuvent également participer a la
dégradation des cores protéiques des protéoglycannes. Par exemple, les MMP-1, -2, -3, -9 et -13
sont capables de libérer la CyPB associée aux héparanes sulfates des chondrocytes (De Ceuninck
et al, 2003). D’autres MMPs, comme les MT-MMPs (Membrane-type matrix
metalloproteinase), se caractérisent par la présence au niveau de leur extrémité C-terminale d’un
domaine hydrophobe transmembranaire assurant leur ancrage dans la membrane plasmique des
cellules (Murphy et al., 1999 ; Quaranta, 2000). Ainsi, le CD44 est clivé par une MT-1MMP
libérant un fragment du domaine extracellulaire de 70 kDa (Kajita et al., 2001 ; Okamoto et al.,
1999a ; Okamoto et al., 1999b).

L’action d’enzymes, telles que les héparanases, est un autre moyen utilis€¢ par
I’organisme pour mobiliser les facteurs de croissance qui sont mis en réserve. Les héparanases
sont des endo-B-glucuronidases qui clivent les héparanes sulfates d’une fagon assez restreinte
pour donner des fragments de hauts poids moléculaires. Les héparanases sont exprimées par une
variété de cellules incluant les plaquettes, les cellules tumorales et inflammatoires (Bame, 2001 ;
Vlodavsky & Friedmann, 2001). L’activité¢ de I’héparanase est d’ailleurs en corrélation avec le
potentiel métastatique des cellules tumorales (Vlodavsky et al, 1990). D’autre part, la
mobilisation du FGF-2 de la matrice extracellulaire et de la membrane basale par les héparanases
joue un roéle dans le remodelage tissulaire ou 1’invasion tumorale (Ishai-Michaeli et al., 1990 ;
Vlodavsky et al., 1996 ; Kato et al., 1998 ; Nicolson et al., 1998 ; Pikas et al., 1998 ; Vlodavsky
et al., 1999). Une autre possibilit¢ pour expliquer la libération du FGF-2 de la matrice
extracellulaire n’implique pas la dégradation de cette matrice. En effet, Nugent & Edelman
(1992) ont proposé que les héparanes sulfates et les cinétiques d’association et de dissociation du
FGF-2 définissaient un réservoir dynamique de FGF-2, capable de relarguer ou d’incorporer ce
facteur en réponse a des changements de concentrations locales (Nugent & Edelman, 1992 ;
Rahmoune et al., 1998a). Un tel mécanisme a également été proposé¢ dans le cas du HGF

(Rahmoune et al., 1998b).
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c. Présentation des HBPs

Une propriété commune des HBPs est leur capacité a interagir avec un récepteur
fonctionnel et des GAGs sulfatés, par I’intermédiaire de deux régions distinctes de la molécule
(Tanaka et al., 1993b ; Silbert et al., 1997 ; Turnbull et al., 2001 ; Capila & Linhardt, 2002).
Ainsi, la fixation de ces facteurs aux HSPG permettrait leur présentation au récepteur fonctionnel
et modulerait leurs activités. Par exemple, les HSPG exprimés a la surface luminale des cellules
endothéliales peuvent fixer les chimiokines produites au niveau des sites de I’inflammation
(Tanaka et al., 1998), évitant ainsi leur dilution dans le flux sanguin et permettant d’autre part la
formation d’un gradient (Tanaka et al., 1993a; Najjam et al., 1997). Selon ce modéle, les
cellules circulantes vont pouvoir remonter vers le site de I’inflammation en suivant un gradient
solide de facteurs chimio-attractants présents sur 1I’endothélium et dans la matrice extracellulaire
(Tanaka et al., 1993a ; Gilat et al., 1994 ; Kuschert ef al., 1999). Les chimiokines immobilisées
aux GAGs des cellules endothéliales modulent ainsi I’adhésion des cellules immunes a
I’endothélium vasculaire et favorisent leur extravasion dans les tissus (Rot, 1992 ; Tanaka et al.,
1993a ; Hoogewerf et al., 1997).

De plus, il est maintenant reconnu que les interactions chimiokines/GAGs interviennent
dans les mécanismes d’adhésion cellulaire. Par exemple, Gilat ez al. (1994) ont montré que MIP-
1B et RANTES exercent leur activité pro-adhésive au travers d’interactions avec les GAGs. En
effet, la capacité de MIP-1p et de RANTES a induire I’adhésion des lymphocytes T est anéantie
si (i) les chimiokines sont prétraitées avec de 1’héparine ou des héparanes sulfates, (ii) si les
héparanes sulfates de la matrice extracellulaire sont détruits par une héparinase ou (iii) si les
chimiokines fixées a la matrice sont relarguées par prétraitement avec 1’héparinase. Par
conséquent tout se passe comme si les GAGs situés a la surface cellulaire présentent les
chimiokines aux récepteurs transmembranaires, en augmentant la concentration locale de la
protéine (Hoogewerf et al., 1997 ; Kuschert et al., 1999). Toutefois, Koopmann & Krangel
(1997) ont montré que I’implication des GAGs n’était pas indispensable a la majorité des
réponses cellulaires induites par les chimiokines. L’ambiguité de I’implication des HSPG dans
I’activité des chimiokines est peut-€tre a mettre en relation avec les observations de Proudfoot et
al. (2003). En modifiant le site de fixation aux GAGs de trois chimiokines (MCP-1, MIP-1J et
RANTES), Proudfoot et al. (2003) ont montré qu’elles gardaient leur activité chimiottractante in
vitro mais pas in vivo. De la méme fagon, des variants monomériques, bien que pleinement actifs
in vitro sont dépourvus d’activité in vivo, suggérant que la fixation aux GAGs et la capacité a
former des oligomeéres sont indispensables a 1’activité de certaines chimiokines in vivo, bien

qu’elles ne soient pas nécessaires pour 1’activation du récepteur in vitro (Proudfoot et al., 2003).
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Par ailleurs, les cellules T cytotoxiques sécrétent des P-chimiokines associées a des
protéoglycannes dans des granules de sécrétion, suggérant que cette association physiologique
peut remplacer les protéoglycannes membranaires dans la présentation des chimiokines aux
cellules cibles (Wagner et al., 1998).

La participation des HSPG dans la présentation et dans la médiation d’un signal soutenu
est également vérifiée pour les facteurs de croissance. Par exemple, dans des cellules déficientes
en ’expression des HSPG ou traitées a 1’héparinase I, la fixation du FGF-2 sur son récepteur
protéique est encore capable de générer une cascade de signaux intracellulaires, conduisant
notamment a ’activation des MAP-kinases. Toutefois, ces signaux sont de faible amplitude et ne
permettent pas d’induire la prolifération des cellules. L’addition de fragments d’héparine est
suffisante pour restaurer I’activité mitogene du FGF-2. Cette activité est liée a une stabilisation
des interactions entre le FGF-2 et son récepteur, et a la persistance de signaux intracellulaires
(Delehedde et al., 2000). Ainsi, les interactions entre le FGF-2 et les héparanes sulfates
favorisent la persistance de signaux intracellulaires indispensables a 1’activité mitogéne de ce
facteur (Uhlrich ef al., 1986 ; Yayon et al., 1991 ; Delehedde et al., 2000). La présentation de
certaines HBPs par les GAGs apparait donc nécessaire pour induire des réponses cellulaires
optimales. Selon ce modele, les HSPG présents a la surface des cellules pourraient stabiliser les
interactions entre un ligand et son récepteur, conduisant a la persistance ou a 1’amplification des

signaux intracellulaires.

d. Fixation des agents pathogenes

Une des fonctions des héparanes sulfates est la fixation de protéines endogenes, telles que
des facteurs de croissance, des molécules d’adhésion ou encore des enzymes. Outre ces
interactions avec des facteurs endogenes, les GAGs et plus spécifiquement les chaines héparanes
sulfates constituent des récepteurs pour différents agents pathogenes (Spillman, 2001).

Parmi les pathogeénes connus qui se fixent aux chaines héparanes sulfates, il y a les
parasites comme Plasmodium falciparum (Barragan et al., 1999), des bactéries du genre
Chlamydia (Taraktchoglou et al., 2001) et de nombreux virus dont les herpes virus, les dengue
virus, les adénovirus ou des rétrovirus comme le HIV-1 (Spear, 1993 ; Roderiquez et al., 1995 ;
Chen et al., 1997 ; Harrop & Rider, 1998 ; Trybala et al., 1998 ; Fry et al., 1999 ; Saphire et al.,
1999 ; Shukla et al., 1999 ; Ugolini et al., 1999 ; Qiu et al., 2000 ; Marks et al., 2001).

La fixation a la surface cellulaire est une étape critique dans 1’invasion d’une cellule par
un virus. En servant de récepteurs membranaires ou de corécepteurs, les chaines héparanes

sulfates des HSPG participent au mécanisme par lequel certains virus infectent leur cellule cible.
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Par exemple, le HSV-1 se fixe aux cellules au travers d’interactions de ses glycoprotéines
membranaires virales gB et gC avec les héparanes sulfates (Herold ef al., 1995 ; Shukla et al.,
1999). L’entrée du virus dépend, quant a elle, de la fixation de la glycoprotéine gD aux chaines
héparanes sulfates possedant des résidus de glucosamine 3-O-sulfatée (Shukla ez al., 1999).

Plusieurs évidences ont suggéré que les HSPG membranaires ¢étaient également
nécessaires a ’attachement du HIV-1 sur les cellules cibles (Oravecz et al., 1997 ; Mondor et al.,
1998 ; Saphire et al., 1999 ; Saphire et al., 2001). Cette interaction impliquerait des résidus
basiques situés sur la boucle V3 de la gp120 (Roderiquez et al., 1995) et la CyPA associée a la
membrane virale (Saphire et al, 1999). Des études récentes ont mis en avant le role des
syndécans dans D’infectivité du HIV-1. En effet, Saphire et al. (2001) ont montré que les
syndécans favorisaient 1’attachement du HIV-1 et représentaient une classe abondante de
récepteurs sur les macrophages. D’autre part, les syndécans des cellules endothéliales sont
capables de capturer et de protéger le HIV-1. Le virus attaché aux cellules endothéliales peut
rester a un stade infectieux pendant plusieurs jours puis étre transmis aux lymphocytes T
circulants (Bobardt ef al., 2003).

Par ailleurs, en plus des molécules d’adhésion virales, les héparanes sulfates jouent un
role dans D’infectivité via la fixation d’une molécule virale effectrice, la protéine Tat. Cette
protéine, relarguée par les cellules infectées par HIV-1, est impliquée dans la progression de
I’infection du HIV-1 (Ensoli et al, 1993 ; Westendorp et al, 1995) ainsi que dans de
nombreuses pathologies associées au HIV-1 (Corallini et al., 1993 ; Ensoli et al., 1994 ;
Dewhurst et al., 1996). Elle ressemble a des facteurs endogénes dans sa capacité a se fixer aux

héparanes sulfates (Rusnati ez al., 1997 ; Rusnati ef al., 1999).

2. Spécificité de reconnaissance

Les héparanes sulfates sont des polysaccharides linéaires formés de la répétition d’unités
disaccharidiques [acide uronique-glucosamine] sur lesquelles ont lieu des modifications
spécifiques telles que 1’ajout de groupements sulfates ou 1’épimérisation des acides
glucuroniques en acides iduroniques. Les charges négatives des groupements sulfates (pKa = 2)
et des groupements carboxyliques (pKa = 4) forment des interactions électrostatiques avec des
acides aminés basiques de la protéine (Cardin & Weintraub, 1989). Toutefois, il semble que
I’interaction entre les protéines et les GAGs soit plus spécifique qu’une simple interaction
charge-charge.

Les héparanes sulfates présentent un polymorphisme ¢élevé qui résulte de [’action

coordonnée de toutes les enzymes de biosynthése. Ce polymorphisme élevé repose sur la
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longueur des chaines, le degré de polymérisation, le degré de sulfatation et 1’organisation des
différentes régions sulfatées. Ainsi, des domaines faiblement sulfatés alternent avec des
domaines fortement sulfatés (Lindahl ef al., 1998 ; Gallagher, 2001). Ces derniers, également
riches en acide iduronique 2-O-sulfate, sont souvent décrits dans les interactions héparanes
sulfates/protéines (Turnbull et al., 2001).

Il existe peu d’analyses sur les propriétés physiques des héparanes sulfates. Néanmoins,
I’héparine, analogue des domaines NS des héparanes sulfates (Maccarana et al, 1996) a
largement ¢été étudiée. L héparine adopte la conformation d’une hélice relativement rigide, dont
le plan de rotation place les groupements sulfates a des intervalles réguliers d’environ 17 A de
chaque coté de I’hélice (Mulloy et al., 1993), soit une distance qui correspond a 1’espace entre
les groupements positifs des résidus d’acide aminé de plusieurs HBP. En toute probabilité, les
domaines NS des héparanes sulfates forment une structure hélicoidale similaire a celle de
I’héparine mais avec une sulfatation plus faible et plus variable. De fagcon générale, il semble que
I’existence d’un épitope unique de fixation spécifique d’'une HBP repose sur une combinaison de
O et de N-sulfatations, sur la longueur et sur les positions relatives des domaines NA, NS et
NA/NS (Lindahl et al., 1998). Toutefois, dans certaines interactions, certains groupements
semblent plus importants que d’autres. Le meilleur exemple de spécificité¢ de séquence est le
pentasaccharide capable de fixer I’antithrombine III. Ce pentasaccharide contient un groupement
3-0 sulfate sur le résidu central de glucosamine N-sulfatée (Lindahl ef al., 1980 ; Casu et al.,
1981 ; Jin et al., 1997 ; Lindahl et al., 1998 ; Petitou et al., 2003). De la méme facon, la
glycoprotéine gD du virus HSV-1 reconnait un motif héparinique bien particulier contenant une
glucosamine 3-O-sulfatée (Shukla ez al., 1999 ; Liu et al., 2002).

Toutefois, les arguments pour une spécificité de séquence aussi stricte sont moins
évidents méme pour d’autres molécules telles que les FGFs qui pourtant ont largement été
étudiés ces dernieres années (Gallagher, 1998). Ainsi, la présence de groupements N-sulfates est
essentielle a la liaison de I’'IL-10 (Salek-Ardakani et al., 2000). Au contraire, le PF4 (Platelet
factor 4) et le HGF nécessitent la présence de groupements O-sulfates pour se fixer aux GAGs
(Lyon et al., 1994 ; Stringer & Gallagher, 1997). L’interaction HBP/GAGs est ¢galement
directement dépendante d’un nombre minimal d’unités disaccharidiques. La technologie du
biocapteur IAsys, reposant sur le systtme d’ondes évanescentes, est un outil adapté a la
détermination de la taille minimale d’un oligosaccharide d’héparine capable d’interagir avec une
HBP. Ainsi, Delehedde et al. ont montré qu’un tétrasaccharide était suffisant a la fixation de
I’HGF (Delehedde et al., 2002b) et du FGF-2 (Delehedde et al., 2002c). Il est intéressant de

constater que la taille minimale de fixation d’un motif héparinique pour un ligand protéique
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donné ne correspond pas forcément a la taille du motif héparinique induisant une réponse
maximale. Par exemple, le HGF est capable de se lier a des oligosaccharides de degré de
polymérisation 4 (DP4) mais ’activité biologique maximale de ce facteur est observée pour des
DPs plus grands (Delehedde et al., 2002b). De la méme facon, des DP10 ou DP12 sont
nécessaires pour observer 1’activité proliférative optimale du FGF-2 (Delehedde et al., 2002c¢).

Il semble que les régions peu sulfatées des héparanes sulfates soient également
impliquées dans la spécificité. Peu d’informations sur la structure physique des régions
faiblement sulfatées des héparanes sulfates sont disponibles, mais en comparant les données de
plusieurs modéles d’études appropriés, Mulloy & Forster (2000) suggerent que les liens avec ces
régions du polymeére sont relativement flexibles. Cela permet aux domaines NS des héparanes
sulfates de prendre plusieurs orientations possibles lorsqu’elles sont combinées avec des
protéines. Par exemple, il a été proposé que la flexibilit¢ des régions N-acétylées assiste
I’interaction simultanée de 2 domaines NS avec des protéines dimériques telles que I'IFN-y
(Lortat-Jacob et al., 1995), le TGFp (Lyon et al., 1997), MIP-1a (Stringer et al., 2002) et I’'IL-8
(Spillmann et al., 1998) qui ont des sites de fixation distincts sur chaque sous-unité. La flexibilité
de ces régions N-acétylées a ét€¢ proposée pour expliquer comment deux domaines NS des
héparanes sulfates interagissent avec le tétramére de PF4 (Stringer & Gallagher, 1997), ou les
sites de reconnaissance des GAGs sont situés de part et d’autre de la protéine. L’organisation
méme des chaines héparanes sulfates explique la souplesse de sa conformation et par conséquent
son implication dans la spécificité de fixation des différents ligands.

Enfin, un dernier paramétre semble également avoir son importance. Les acides
iduroniques dans I’héparine (et siirement également dans les héparanes sulfates) montrent une
grande flexibilité de conformation, puisqu’ils sont capables d’osciller entre les conformations
1C4 et 280 avec de faibles changements de conformation dans la liaison avec les sucres adjacents
(Mulloy & Forster, 2000). L’importance de la flexibilit¢ de I’acide iduronique dans la
reconnaissance moléculaire est révélée par cristallographie des rayons X d’un hexasaccharide
d’héparine complexé avec le FGF-2 (Faham ef al., 1996). 1l a d’ailleurs été montré récemment
en utilisant des sucres de synthése que la conformation bateau *S, de 1’acide iduronique
gouverne I’activité antithrombique de I’héparine (Das ef al., 2001). 1l existe par ailleurs une autre
preuve, indirecte cette fois-ci, de I’importance des acides iduroniques dans les interactions avec
les protéines. L’épimérisation des acides glucuroniques des chaines chondroitanes sulfates suffit
a définir des chaines dermatanes sulfates. Le nombre trés important de protéines qui interagissent

de fagon commune avec les dermatanes sulfates et les héparanes sulfates souligne I’importance
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de la flexibilité¢ de I’acide iduronique dans les interactions avec ces deux GAGs, et ceci, en dépit
de leurs autres différences structurales (Gallagher & Lyon, 2000 ; Mulloy & Forster, 2000).

Ainsi, les caractéristiques générales des héparanes sulfates sont compatibles avec la
structure d’un polymeére trés accommodante qui est capable d’adopter des configurations de
fixation variables selon les besoins de reconnaissance protéique. Cette accommodation de la
chaine glycannique a déja été mise en évidence pour I’héparine. L’analyse de structures
cristallines de plusieurs complexes héparine/protéine a révélé en effet une distorsion dans 1’axe
de I’hélice s’ajustant ainsi aux caractéristiques topologiques des régions de fixation de la
protéine (Sasisekharan & Venkataraman, 2000 ; Pellegrini et al., 2000).

La spécificité d’interaction entre les chaines GAGs et les HBPs peut étre utilisée par la
cellule pour réguler son état. En effet, des changements de structure fine de ces chaines
héparanes sulfates lors du développement, de la différenciation cellulaire ou de processus
pathologiques influencent les capacités de fixation de leur ligand et par conséquent les activités
physiologiques de ces derniers (Delehedde, 2002).

Par ailleurs, comme les HSPG jouent un role déterminant dans 1’infectivité de certains
virus, une meilleure compréhension des mécanismes et des structures impliquant les héparanes
sulfates permettrait d’établir de nouvelles stratégies pour développer des molécules capables
d’inhiber I’infectivité de ces virus (Spillman, 2001). Des essais préliminaires ont d’ailleurs été
reportés pour le HSV et le HIV-1 ou I’héparine a été utilisée comme compétiteur (Rider, 1997).
Dans ces essais, I’héparine s’avere plus sélective que les dextrans sulfatés par exemple.
L’héparine inhibe la réplication du HIV-1 des cellules CD4+ en culture avec un /Csp de 5 pg/ml,
soit une concentration compatible avec celles observées lorsqu’elle est utilisée comme

anticoagulant.

B - IMPORTANCE DU CORE PROTEIQUE

Si les GAGs sont responsables de la spécificité de fixation et de la présentation des
HBPs, de nombreux arguments récents suggerent que les parties protéiques des protéoglycannes
peuvent intervenir dans la modulation des mécanismes de signalisation induits par ces facteurs
(Oh et al., 1998 ; llangumaran et al., 1999 ; Simons & Horowitz, 2001).

Plusieurs données ont mis en évidence que les protéoglycannes situés a la surface d’une
méme cellule portent des chaines GAGs ayant les mémes caractéristiques structurales (Kato et
al., 1994 ; Maccarana et al., 1996 ; Lindahl et al., 1998 ; van Kuppevelt et al., 1998). Par

exemple, les chaines héparanes sulfates du syndécan-1 purifiées des cellules épithéliales et des
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fibroblastes différent aussi bien dans la structure fine de leurs chaines GAGs que dans leur
capacité a interagir avec des ligands tels que le FGF-2 et le collagéne de type-1 (Kato et al.,
1994). Puisque la structure des chaines glycanniques semble dépendante du type cellulaire et non
de la nature du protéoglycanne, I’absence de réponse cellulaire lors de I’invalidation génique ou
de la neutralisation d’un protéoglycanne membranaire donné démontre que le core protéique de
ce méme protéoglycanne est directement impliqué dans la transmission du signal induit par le
ligand. Par exemple, suite a I’injection intrapéritonéale de LPS, les Souris invalidées dans
I’expression du syndécan-4 montrent une forte mortalité par rapport aux Souris sauvages
(Ishiguro et al., 2001). Cette mortalité s’expliquerait par une diminution de 1’effet de la cytokine
anti-inflammatoire TGF-B1, qui ne pourrait plus contrecarrer les effets inflammatoires de 1’'IL-
1B. La production d’IL-1f est identique chez les souris sauvages et déficientes en syndécan-4.
Comme les autres protéoglycannes ne suffisent pas a maintenir 1’effet du TGF-1, cela suggere
que c’est le core protéique du syndécan-4 qui est impliqué dans 1’activité de ce facteur.

Le role des HSPG en tant que molécule de co-signalisation est désormais clairement
décrit pour les quatre membres de la famille des syndécans, pour les isoformes du CD44 et les

glypicans.

1. Les syndécans
a. Fonctions associées aux récepteurs

Le syndécan-1 a été identifi¢ comme un récepteur fonctionnel pour ’'HGF favorisant la
signalisation depuis son récepteur tyrosine kinase c-Met dans plusieurs myélomes, ce qui résulte
en une augmentation de ’activation des voies de signalisation impliquées dans le controle de la
prolifération et de la survie cellulaire (Derksen et al., 2002).

Des études ont montré que le syndécan-2 était impliqué en tant que co-récepteur dans
I’activité proliférative du GM-CSF (Granulocyte-Macrophage Colony-Stimulating Factor) pour les
ostéoblastes (Modrowski et al., 2000). En effet, I’invalidation du syndécan-2 par des
oligonucléotides antisens spécifiques bloque cette activité et 1’ajout d’héparine n’est pas suffisant
pour la restaurer. Cela suggere fortement qu’en plus de ces chaines héparanes sulfates, le core
protéique du syndécan-2 participe au controle de la croissance cellulaire induite par le GM-CSF.
Les auteurs ont également montré que la phosphorylation de résidus de tyrosine du syndécan-2
¢était augmentée apres stimulation des ostéoblastes par le GM-CSF (Modrowski et al., 2000).

Les chaines héparanes sulfates du syndécan-3 sont capables de fixer 1I’Heparin-Binding
Growth Associated Molecule (HB-GAM ou pléiotropine). HB-GAM est exprimée dans le

cerveau en développement, mais également dans de nombreux tissus non cérébraux.
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L’expression de HB-GAM dans le développement du systeme nerveux semble étre liée a la
croissance des neurites (Kinnunen et al., 1998a) et a ’extension des axones (Tumova et al.,
2000 ; Couchman et al., 2001). La croissance neuritique in vitro sur une matrice de HB-GAM est
d’ailleurs bloquée en présence d’héparine ou du syndécan-3 soluble, suggérant que la fixation de
HB-GAM pourrait rassembler le syndécan-3 dans des complexes d’adhésion au niveau des cones
en croissance (Kinnunen et al., 1998a).

Le core protéique du syndécan-4 contribue également a ’activité de certains facteurs. Par
la construction de HSPG chimériques, Volk et al. (1999) ont montré que la partie cytosolique du
syndécan-4 est indispensable a D’activité angiogénique du FGF-2. En effet, des récepteurs
chimériques composés du domaine cytoplasmique du syndécan-4 et de domaines extracellulaires
de glypican porteur de chaines héparanes sulfates augmentent la réponse cellulaire au FGF-2. Au
contraire, des chimeéres qui n’ont pas le domaine cytoplasmique du syndécan-4 ne répondent pas
(Volk et al., 1999). De plus, la complémentation par I’héparine ou les héparanes sulfates solubles
ne permet pas de générer de réponses angiogéniques, suggérant 1a encore que c’est bien la partie
protéique du syndécan-4 qui est impliquée. Le core protéique du syndécan-4 apparait donc
comme un nouvel intermédiaire dans la signalisation du FGF-2, en plus des roles connus pour les
chaines héparanes sulfates et le récepteur tyrosine kinase. Par ailleurs, cet HSPG semble
¢galement jouer un role dans la modulation des activités de 1’antithrombine III pour laquelle il
sert de site de fixation et d’intermédiaire moléculaire dans les événements de signalisation

(Dunzendorfer et al., 2001 ; Kaneider et al., 2002).

b. Co-signalisation des syndécans

Les fonctions spécifiques des cores protéiques dans I’assemblage de la matrice,
I’adhésion cellulaire, la fixation au cytosquelette ou encore la signalisation ont été étudiées en
utilisant des lignées cellulaires. Ces études décrivent un nombre d’interactions protéine-protéine,
dont quelques-unes sont communes a tous les syndécans et d’autres, spécifiques a quelques
membres seulement. Tous les syndécans possédent une séquence EFYA dans la région C-
terminale intracellulaire qui interagit avec des protéines contenant des domaines PDZ (Woods,
2001) (Figure 13). A ce jour, trois protéines a domaine PDZ ont été identifiées comme capables
d’interagir avec les syndécans : la synténine (Grootjans et al., 1997 ; Grootjans et al., 2000), la
CASK/LIN (Cohen et al., 1998 ; Hsueh et al., 1998) et la synectine (Gao et al., 2000). Les
protéines a domaine PDZ agissent comme des échafaudages moléculaires. Elles sont impliquées

dans 1’assemblage des récepteurs transmembranaires via leur région C-terminale.

67

© 2003 Tous droits réserves. http://bibliotheques.univ-lille1.fr/grisemine


http://bibliotheques.univ-lille1.fr/grisemine

Thése de Christophe Vanpouille, Lille 1, 2003

Intégrine o4p,

FAK

Talin
Vinculin — .
Paxilin
a-actinin
Syndesmos
F-actin Syntenin

PIP2
PKCa

Protéines ERM

CASK

Figure 13 : Représentation schématique d’'une plaque focale d’adhésion
(Bass & Humphries, 2002)
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Dans les plaques focales d’adhésion par exemple, elles font le lien entre ces récepteurs et
le cytosquelette, les intégrines et des protéines de signalisation (Craven & Bredt, 1998 ; Sheng &
Sala, 2001 ; Bass & Humphries, 2002). Par ailleurs, I’activité¢ des syndécans pourrait étre régulée
par le recrutement de tyrosines phosphatases. En effet, la synténine interagit avec la région C-
terminale de la protéine phosphatase 1, et peut recruter des phosphatases transmembranaires
dans des complexes protéiques contenant les syndécans (Iuliano ez al., 2001).

Les trois protéines a domaines PDZ ont ¢t¢ identifiées par la technique du double
hybride. Cette technique a également permis d’identifier la synbindine, une protéine
cytoplasmique neuronale capable d’interagir avec le domaine cytoplasmique du syndécan-2.
Bien que la synbindine posséde des homologies avec plusieurs protéines a domaines PDZ et
qu’elle se fixe au motif EFYA de la queue C-terminale du syndécan-2, la synbindine ne contient
aucun domaine PDZ classique (Ethell et al., 2000).

Le syndesmos est une protéine ancrée dans la membrane par myristoylation qui se fixe
spécifiquement au domaine cytoplasmique du syndécan-4. Sa fixation implique la région
variable et la partie proximale de la membrane du syndécan-4 (Baciu et al., 2000 ; Denhez ef al.,
2002). La surexpression du syndesmos s’accompagne d’une augmentation de I’étalement
cellulaire et de la réorganisation de I’actine (Baciu ef al., 2000).

La région variable du syndécan-4 forme par ailleurs un complexe ternaire avec le PIP; et
la PKCa, ce qui conduit a I’hyperstimulation de cette derniére. L’activation de la PKCa par le
syndécan-4 est dépendante de I’association avec le PIP, (Oh et al., 1998 ; Horowitz et al., 1999 ;
Horowitz et al., 2002). Par ailleurs, 1’activité¢ de la PKCa est régulée par phosphorylation du
syndécan-4 par la PKCd. Cette derniére, en phosphorylant le résidu de sérine 138 du domaine
cytoplasmique du syndécan-4, empéche ’association avec le PIP2, ce qui a pour conséquence la
désactivation de la PKCa. La PKCd régule donc la PKCa d’une fagon dépendante du syndécan-4
et du PIP2 (Bass & Humphries, 2002). Enfin, I’interaction entre le syndécan-4 et les facteurs de
croissance n’est pas un mécanisme passif d’immobilisation du facteur de croissance au niveau de
la membrane. Suite a la fixation du FGF-2, le syndécan-4 est redistribué¢ au niveau de rafts
membranaires situés a la surface apicale de la cellule (Tkachenko & Simons, 2002), ce qui tend a
rapprocher le syndécan-4 du récepteur du FGF-2.

Des protéines de la famille ERM interviennent également dans la formation des plaques
focales d’adhésion. Ces protéines ERM possédent dans leur partie C-terminale un site de fixation
a ’actine ainsi qu’un site de fixation a un récepteur transmembranaire. Elles assurent ainsi le lien
entre les filaments d’actine et les complexes protéiques membranaires. Par exemple, 1’ezrine

permet 1’association entre le syndécan-2 et le cytosquelette (Granés et al., 2000). Ce phénomene
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est dépendant de I’activation de RhoA (Granés et al., 2000). Les GTPases Rho sont connues en
effet pour leur implication dans le contrdle de la migration cellulaire (Ridley, 2001) et la
polymérisation des molécules d’adhésion et du cytosquelette, notamment les protéines ERM (del
Pozo et al., 1999). Saoncella et al. (1999) avaient par ailleurs déja suggéré que le syndécan-4
favorisait la formation des plaques focales d’adhésion et des fibres de stress en activant
directement RhoA. En effet, un inhibiteur de Rho bloque la formation des plaques focales
d’adhésion et des fibres de stress. Inversement, la stimulation de Rho avec [’acide
lysophosphatidique, en absence de regroupement du syndécan-4, conduit a la formation de
plaque d’adhésion et de fibres de stress.

Les récepteurs tyrosines kinases ne sont pas les seules tyrosines kinases activées lors de
I’adhésion cellulaire a la fibronectine. Les kinases d’adhésion focale (FAK) sont phosphorylées
sur les résidus de tyrosine dans les 30 premicres secondes d’étalement cellulaire. L activation de
FAK dans les plaques focales d’adhésion dépend du regroupement du syndécan-4 et d’un signal
dépendant de Rho mais pas de la PKC (Wilcox-Adelman et al., 2002). FAK peut étre toutefois
activé de facon indépendante de la formation des plaques focales d’adhésion puisque des
intégrines induisent également la phosphorylation de FAK (Defilippi ef al., 1994).

La fixation de HB-GAM sur les chaines héparanes sulfates du syndécan-3 participe au
développement du systéme nerveux (Kinnunen et al., 1998a). La partie cytoplasmique du
syndécan-3 est la encore directement impliquée puiqu’elle fixe un complexe de protéines
contenant la cortactine, la  tubuline et les tyrosines kinases Src et Fyn (Kinnunen et al., 1998b ;
Lauri et al., 1999). Des cellules neuroblastiques N18 transfectées avec le syndécan-3 et mises en
contact avec HB-GAM montrent une croissance neuritique dépendante du syndécan-3 qui est
bloquée par I’herbymicine A, un inhibiteur des kinases de la famille Src (Kinnunen et al.,
1998b). Le complexe HB-GAM/syndécan-3 pourrait ainsi conduire a la phosphorylation par Src
de la cortactine et de kinases associées. Enfin, 1’association de Src avec la B tubuline pourrait

aussi réguler la structure des microtubules au niveau des cones de croissance (Rapraeger, 2001).

c. Régulation de I’expression membranaire des syndécans
La régulation de synthése des protéoglycannes dépend des conditions physiologiques ou
pathologiques qui gouvernent 1’état de la cellule mais également du type cellulaire (Carey, 1997 ;
Bernfield et al., 1999). Par exemple, dans les fibroblastes, les FGFs induisent 1’expression du
syndécan-1 par activation du FGF-inducible response element (FIRE) (Jaakkola et al., 1997 ;
Rautava et al.,, 2003). La régulation de I’expresion des syndécans est également post-

transcriptionnelle. L’expression du syndécan-1 est augmentée de 3 a 10 fois sans changement du
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taux d’ARNm dans les kératinocytes stratifiés (Sanderson et al., 1992) et dans les cellules
mésenchymateuses lors de la formation des reins (Vainio et al., 1989). Au contraire, les tissus de
ceeur de Rat contiennent des taux €levés de transcrits de syndécan-3, mais le protéoglycanne est
trés difficilement détectable (Asundi et al., 1997). Le syndécan-1 présent a la surface cellulaire
des cellules normales diminue a la surface des cellules malignes (Inki & Jalkanen, 1996), alors
que les taux d’ARNm restent inchangés dans ces cellules (Kirjavainen et al., 1993 ; Levy et al.,
1996). Toutefois, des cytokines inflammatoires telles que le TNF-a et I’IL-1p sont capables de
diminuer I’expresion du syndécan-1 dans les cellules HT-29 au niveau de I’ARNm et de la
protéine (Day et al., 2003).

La variabilité d’expression des syndécans ne s’opére pas uniquement entre les différentes
isoformes de syndécans mais plutdt entre méme syndécan de types cellulaires différents. Par
exemple, le syndécan-1 est exprimé par les cellules pré-B dans la moelle osseuse mais est absent
des cellules B matures de la circulation sanguine (Sanderson et al., 1989). De plus, le syndécan-1
de différents types cellulaires différe dans sa structure fine et dans sa capacité de fixation de
ligands (Kato ef al., 1994). Cela est en accord avec d’autres données qui suggerent qu’il existe
une régulation des chaines héparanes sulfates d’une facon tissu spécifique (Maccarana et al.,
1996 ; Lindahl et al., 1998 ; van Kuppevelt et al., 1998). Comme il existe une spécificité de
ligands, la néosynthése de protéoglycannes est un bon moyen pour la cellule de réguler son état.
Les changements de structure fine des chaines héparanes sulfates influencent les capacités de
fixation du ligand et par conséquent les activités physiologiques de ce dernier (Delehedde, 2002).

Les protéoglycannes fixés a la membrane sont soit internalisés par endocytose, soit clivés
par protéolyse pour se retrouver ainsi sécrétés dans 1’espace extracellulaire (Bernfield et al.,
1999). Dans le cas des syndécans, il a été montré que I’ectodomaine libéré par clivage
protéolytique garde les mémes propriétés de fixation que son précurseur ancré dans la membrane
cellulaire (Elenius et al., 1992). Il semble que le site de clivage soit défini par une séquence
dibasique (pour les syndécan-1, -2, -3) ou par un seul résidu basique (pour le syndécan-4) situés
prés de la membrane plasmique (lozzo, 1998 ; Bernfield et al., 1999). Cette coupure des
syndécans suggere un role physiologique des ectodomaines. Par exemple, 1’addition
d’ectodomaines du syndécan-1 dans des lignées de carcinomes mammaires inhibe leur
croissance, suggérant que la partie soluble du syndécan-1 est capable de fixer les facteurs de
croissance et de moduler leurs activités (Bernfield et al., 1999 ; Gallagher & Lyon, 2000).

Enfin, il existe un exemple de translocation nucléaire du syndécan-1 vers le noyau. Cette

translocation est dépendante de la tubuline. Par ce mécanisme, le complexe syndécan-1/tubuline
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pourrait servir de navette pour le transport de facteurs de croissance vers le noyau (Brockstedt et

al., 2002).

2. Le CD44
a. Fonction associée aux récepteurs

Sur les cellules B activées, van der Voort et al. (2000) ont montré I’induction d’un seul
HSPG qui correspond a I’isoforme de type héparane sulfate du CD44, le CD44v3. L’expression
de cette isoforme sur les lymphocytes B favorise 1’activation des voies de signalisation issues de
c-Met. Ceci se traduit par une augmentation de phosphorylation du récepteur de I’HGF et de
molécules qui agissent plus en aval comme Grb2-associated binder 1 (Gabl) et Akt/protéine
kinase B (PKB). Le CD44v3 agit donc comme un co-récepteur fonctionnel en favorisant les
voies de signalisation de I’HGF dans les lymphocytes B (van der Voort ef al., 1999 ; van der
Voort et al., 2000).

b. Implication du CD44 dans la co-signalisation

La stimulation cellulaire par des anticorps monoclonaux dirigés contre le CD44 ou des
ligands naturels du CD44 activent plusieurs voies de signalisation qui culminent dans la
prolifération cellulaire, la sécrétion de cytokine, I’expression de chimiokines et des fonctions
effectrices cytosoliques. Par ailleurs, il a ét¢ montré que le CD44 fonctionne comme un récepteur
de signalisation dans plusieurs types cellulaires (Bourguignon et al., 1998 ; llangumaran et al.,
1999 ; van der Voort et al., 1999 ; van den Voort et al., 2000). L un des premiers événements qui
suit P’activation du CD44 est la phosphorylation sur des résidus de tyrosine de différents
substrats protéiques intracellulaires par des kinases de la famille Src, comme Lck, Fyn, Lyn et
Hck.

Outre son implication dans la régulation d’une signalisation spécifique, le domaine
intracellulaire des isoformes du CD44 interagit simultanément avec les protéines du
cytosquelette (Bourguignon et al., 1998). L’interaction entre 1’acide hyaluronique et le CD44
stimule I’activité de la kinase Src, augmentant ainsi la phosphorylation de la cortactine sur les
résidus de tyrosine. /n vitro, ceci diminue la capacité de la cortactine a se lier aux filaments
d’actine (Bourguignon et al., 2001a) et facilite la migration des cellules tumorales (Turley et al.,
2002). Les Rho-GTPases telles que RhoA et Racl participent également a I’interaction entre le
CD44 et les protéines du cytosquelette (Turley et al., 2002). La fixation de I’acide hyaluronique
au CD44 active les voies de signalisation associées a Racl, des voies connues pour étre

impliquées dans la régulation de I’assemblage de I’actine. En particulier, le domaine
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cytoplasmique du CD44 fixe des GEFs (guanine nucleotide exchange factors) tels que Tiaml et
Vav2. Les GEFs catalysent I’échange GDP-GTP nécessaire a 1’activation de Rho et sont
impliqués dans la migration des cellules tumorales induite par 1’acide hyaluronique (Bretscher,
1999 ; Bourguignon et al., 2000a ; Bourguignon et al., 2000b ; Bourguignon et al., 2001b).

En outre, RhoA est liée de fagon non-covalente a I’isoforme CD44,3 310 dans les cellules
tumorales de cancer du sein. Il a été suggéré que le CD44,35.10 et RhoA activent la kinase
dépendante de Rho (ROK), laquelle est impliquée dans la migration des cellules tumorales de
cancers du sein (Bourguignon et al., 1999). En effet, la phosphorylation par ROK favorise le
recrutement de I’ankyrine, une protéine du cytosquelette associée a la membrane (Bourguignon,
1996 ; Lokeshwar et al., 1996) et nécessaire a I’activation du cytosquelette (Bourguignon et al.,
20000b ; Turley et al., 2002).

Par ailleurs, les 19 premiers résidus du domaine cytoplasmique du CD44 sont impliqués
dans I’interaction avec les protéines ERM (Bourguignon ef al., 2000a). Legg et al. (2002) ont
d’ailleurs mis en évidence un mécanisme régulé par la PKC qui contrélerait I’association entre
I’ezrine et le CD44. Ces protéines ERM possedent le motif KKXn(K/R)K nécessaire a la fixation
du PIP2 (Barret et al., 2000). Toutefois, une implication du PIP2 dans la régulation des
interactions CD44/ERM associée a la signalisation induite par 1’acide hyaluronique n’a pas

encore ét¢ démontrée (Turley et al., 2002).

c. Régulation de I’expression membranaire du CD44

La régulation de I’expression du CD44 est essentiellement liée a 1I’expression d’isoformes
spécifiques. Par exemple, ’activation in vitro des lymphocytes par des anticorps anti-CD3 ou du
PMA conduit a la surexpression de I’isoforme CD44v3 (Forster-Horvath et al., 2001). Ces
auteurs ont montré que le CD44v3 est présent dans des vésicules des lymphocytes non activés et
est probablement exprimé a la surface cellulaire suite a D’activation des lymphocytes.
L’augmentation d’expression du CD44v3 a également été reportée pour les monocytes
différenciés en macrophages (Jackson, 1997 ; Jones et al., 2000) et les cellules dendritiques

dérivant des monocytes (Haegel-Kronenberg et al., 1998).

3. Les glypicans
a. Fonctions associées aux récepteurs
Il semble que les molécules possédant une ancre GPI peuvent également intervenir dans
la co-signalisation de différents facteurs. Les Souris déficientes dans I’expression du récepteur

pour VIGF (Insuline growth factor-1I) (IGF2R) possedent le méme retard de développement que
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les souris déficientes dans 1’expression du glypican-3 (Lau et al., 1994 ; Wang et al., 1994).
L’IGF2R fixe I'IGF-2 et régule son activité par endocytose et dégradation (Ludwig et al., 1996).
Aussi, la Souris déficiente pour I’'lGF2R montre une augmentation de la concentration d’IGF-2
dans le sang et les tissus (Lau et al., 1994). Dans le cas des embryons déficients en glypican-3,
aucun changement de concentration de I'lGF-2 n’a été observé (Cano-Gauci et al., 1999),
suggérant que I’IGF-2 se fixe toujours a 'IGF2R et est endocyté. Comme les souris déficientes
en récepteur pour I’IGF montrent le méme retard de développement que les souris invalidées
pour I’expression du glypican-3, il semble donc que le glypican-3 inhibe les réponses induites
par I’'IGF-2 en agissant en aval de I’interaction IGF-2/IGF2R (Song & Filmus, 2002).

D’autres auteurs ont également mis en évidence grice a des souris invalidées pour
I’expression du glypican-3 que celui-ci intervenait dans la signalisation de facteurs de croissance
tels que le FGF-2, le FGF-7 (KGF) ou le BMP-7 (Bone morphogenetic protein-7) lors de la

morphogénése rénale (Grisaru et al., 2001).

b. Implication des glypicans dans la co-signalisation

Comme les glypicans n’établissent pas directement de connections entre les composants
intracellulaires, les quelques fonctions de signalisation doivent étre forcément indirectes et
utiliser des partenaires transmembranaires ou des mécanismes basés sur le regroupement de
molécules dans les rafts (Simons & Toomre, 2000). Ces rafts avec leurs protéines cytosoliques
forment des invaginations plasmatiques appelées cavéoles (Brown & Rose, 1992 ; Pelkmans et
al., 2001). En effet, ces rafts contiennent des kinases de la famille Src, des protéines G et des
molécules impliquées dans le flux calcique (Simons & Ikonen, 1997). Le ciblage des glypicans
dans ces domaines membranaires faciliterait donc les interactions avec des molécules de
signalisation, complémentant ainsi 1'absence de domaine cytoplasmique (Ilangumaran et al.,

2000).

c. Régulation de I’expression membranaire des glypicans
Le core protéique d’un protéoglycanne contient des signaux importants qui le guident
jusqu’a sa destination finale (Fransson et al., 2000). Ainsi, les protéoglycannes avec des
domaines transmembranaires ou des ancres GPI ont toujours comme destination finale la
membrane plasmique. Les glypicans peuvent étre clivés au niveau de I’ancre GPI par une PI-
PLC (Ishihara et al., 1987) ou recyclés a la surface cellulaire apres resynthése de nouvelles
chaines GAGs. En effet, certaines données ont suggéré que les ancres GPI dirigeraient les

protéines vers des voies d’endocytose spécifiques qui permettraient leur recyclage a la surface

74

© 2003 Tous droits réserves. http://bibliotheques.univ-lille1.fr/grisemine


http://bibliotheques.univ-lille1.fr/grisemine

Thése de Christophe Vanpouille, Lille 1, 2003

cellulaire (Fransson et al., 1998). Dans le cas des glypicans, il a ét¢ montré que le recyclage
s’accompagne d’un remodelage des chaines GAGs et de I’acylation de 1’ancre GPI lui conférant
ainsi une résistance au clivage par la PI-PLC (Fransson et al, 1998). Des études récentes
supportent en effet I’existence d’une voie de recyclage endosomale connectant les vésicules
d’endocytose indépendantes de la clathrine avec le trans Golgi. Cette voie interviendrait dans le
recyclage des glypicans (Nichols & Lippincott-Schwartz, 2001 ; Nichols, 2002). Ainsi, le
recyclage du glypican-1 a été mis en évidence dans des fibroblastes et des cellules endothéliales
vasculaires humaines (Fransson et al., 2000). Lors du recyclage du glypican-1, les chaines
héparanes sulfates subissent 1’action d’endohéparanases qui agissent aux sites périphériques.
Cela se passe dans I’endosome et aboutit a la formation d’oligosaccharides héparanes sulfates et
de glycoformes du glypican-1 avec des chaines héparanes sulfates tronquées (Mani et al., 2000 ;
Cheng et al., 2002). Simultanément ou juste apres, le core protéique du glypican 1 est
progressivement S-nitrosylé sur les résidus de cystéine a partir du NO dérivé de ’arginine.
Ensuite, en utilisant le NO relaché des groupements nitrosothiols (SNO) intrinséques, la
dégradation des chaines héparanes sulfates continue du c6té non réducteur par clivage déaminatif
au niveau des résidus de glucosamine libre (Ding et al., 2001a ; Ding et al., 2002). Ce processus
conduit a la formation de petites chaines héparanes sulfates qui restent attachées au core
protéique puisque les résidus de glucosamine libre sont préférentiellement situés au niveau du
lien avec le core protéique (Toida et al., 1997). Sur cette glycoforme, de nouvelles chaines
completes d’héparanes sulfates peuvent €tre resynthétisées en utilisant 1’acide hexuronique situé
a I’extrémité non réductrice comme précurseur.

De fagon générale, les modifications des chaines GAGs lors du recyclage des glypicans
sont un moyen de réguler la fixation et 1’activité de certains ligands, incluant notamment les
polyamines (Mislick & Baldeschwieler, 1996 ; Belting et al., 1999 ; Belting et al., 2002). En
effet, 'inhibition de la synthése endogeéne des polyamines conduit a un changement structural
des chaines de glypican, qui se traduit notamment par une augmentation d’affinité pour la
spermine (Ding et al., 2001b). Les polyamines (putrescine, spermidine et spermine) sont des
constituants naturels de toutes les cellules et sont nécessaires a la croissance cellulaire.
Généralement, elles sont impliquées dans des processus nucléaires tels que la transcription et
I’export d’ARNm (Cohen, 1998). Les cores protéiques des glypicans possédent d’ailleurs des
signaux de localisation nucléaire et ont été localisés dans le noyau de neurones et de cellules
gliales (Liang et al., 1997), suggérant que les glypicans puissent participer au ciblage nucléaire

des polyamines.
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En conclusion, les syndécans, le CD44v3 et les glypicans interviennent dans I’activité de
médiateurs protéiques, non seulement en créant des interactions spécifiques avec ces derniers par
I’intermédiaire de leurs chaines glycosidiques, mais également en participant soit en qualité¢ de

molécules présentatrices, soit en qualit¢ de co-récepteurs impliqués directement dans la

génération de signaux intracellulaires.
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CHAPITRE |

Role des HSPG dans les réponses

cellulaires induites par la CyPB
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PARTIE |

Roéles des héparanes sulfates dans les réponses
induites par la fixation de la CyPB sur les

lymphocytes T
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INTRODUCTION

Les cyclophilines appartiennent avec les FKBPs a la grande famille des immunophilines.
La CyPA, premier membre de la famille des cyclophilines, a été identifiée comme le principal
récepteur intracellulaire de la CsA (Handschumacher et al., 1984, Schreiber, 1991). Elles ont par
ailleurs été décrites comme des peptidyl-prolyl cis/trans isomérases (Fischer et al., 1989 ;
Takahashi et al., 1989), ce qui a laiss¢ penser qu’elles étaient prioritairement impliquées dans la
mise en conformation de protéines (Lang et al., 1987 ; Ivery, 2000). Toutefois, elles ont été
mises en évidence dans les liquides biologiques humains comme le lait et le plasma (Spik et al.,
1991 ; Allain et al., 1995). Par ailleurs, les CyPA et CyPB sont retrouvées a des taux élevés dans
les milieux extracellulaires en réponse a certains stimuli inflammatoires (Tegeder et al., 1997 ;
Endrich & Gehring, 1998 ; Jin et al., 2000 ; Liao et al., 2000). Si les mécanismes conduisant a la
sécrétion de la CyPA ne sont pas tres clairs (Sherry ef al., 1992 ; Xu et al., 1992), il semble en
revanche que les taux plus élevés de CyPB soient liés a une augmentation de 1'expression et de la
sécrétion de la protéine en méme temps que de nombreuses chimiokines (Gonzalez-Cuadrado et
al., 1996).

C’est en 1992 que deux équipes ont mis en évidence pour la premiére fois une réponse
cellulaire liée aux cyclophilines extracellulaires. Ainsi, Sherry et al. ont montré que la CyPA
sécrétée en réponse aux LPS possédait in vivo une activité inflammatoire et in vitro une activité
chimiotactile pour les monocytes et les neutrophiles du sang. Xu ef al. ont, quant a eux, mis en
évidence une activité chimiotactile de la CyPA pour les éosinophiles et les neutrophiles obtenus
par différenciation des cellules de la lignée pro-myélocytaire HL-60.

Ces données ont suggéré que les cyclophilines extracellulaires pouvaient étre assimilées a
des facteurs inflammatoires. Cela a amené les membres de notre Laboratoire a rechercher
I’existence d’éventuels récepteurs a la surface des cellules de I’inflammation. Ainsi, Denys et al.
(1998b) ont mis en évidence I’existence de deux types de site de fixation de la CyPB a la surface
des lymphocytes T. Les sites de type I, insensibles a la force ionique mais altérés par la trypsine
ou un pH acide, correspondent au récepteur fonctionnel. Récemment, le CD147 a été identifié
comme récepteur potentiel des CyPA et CyPB (Pushkarsky et al., 2001 ; Yurchenko et al.,
2001 ; Yurchenko et al., 2002). Toutefois des expériences réalisées dans notre Laboratoire ont
montré que la CyPA était incapable de déplacer la CyPB radiomarquée fixée a la surface des
lymphocytes (Allain et al., 1994 ; Denys et al., 1998b), suggérant qu’il existe deux récepteurs

différents ou que les deux cyclophilines possédent une nette différence d’affinit¢ pour le méme
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récepteur. Les sites de type II, sensibles a la force ionique et détruits par 1’héparinase I,
correspondent a des protéoglycannes portant des chaines héparanes sulfates. L’ existence de deux
sites de fixation est une propriété que la CyPB partage avec de nombreux facteurs pro-
inflammatoires (Tanaka et al., 1993a ; Tanaka et al., 1993b ; Adams et al., 1994), confirmant
I’hypothése d’un role de la CyPB dans les processus inflammatoires.

Les régions de la CyPB impliquées dans la fixation aux deux types de site ont été
identifiées grace a des protéines modifiées par mutagencse dirigée. L’interaction avec le
récepteur de type I implique le domaine conservé des cyclophilines, suggérant que la CyPA et la
CyPB sont capables de se fixer sur le méme récepteur fonctionnel. La conservation des résidus
W' et K", respectivement situés dans les sites de liaison & la CsA et a la calcineurine, tend a
confirmer d’ailleurs qu’une partie de la région de fixation au récepteur est commune aux deux
cyclophilines (Carpentier et al., 1999b; Carpentier et al., 2002). En revanche, la région
impliquée dans les interactions avec les héparanes sulfates est spécifique de la CyPB. En effet,
Carpentier et al. (1999b) ont identifié¢ deux clusters CKKK’ et "YFD'”) situés dans la partie N-
terminale de la molécule qui sont absolument indispensables a I’interaction avec les chaines
héparanes sulfates. L'absence de cette extension N-terminale dans les autres cyclophilines
explique pourquoi seule la CyPB est un ligand de haute affinité pour les sites de type II. D’autre
part, les régions impliquées dans la fixation aux deux types de sites sont situées de part et d’autre
de la molécule de CyPB, suggérant que la CyPB fixée sur les héparanes sulfates peut étre
présentée a son récepteur fonctionnel. Un tel mécanisme pourrait conduire a I'émergence de
signaux intracellulaires complémentaires et expliquer les différences d'activités entre la CyPA et
la CyPB.

Pour vérifier cette hypothése, nous avons étudié les réponses communes induites par les
CyPA et CyPB chez les lymphocytes T, et recherché si certaines activités spécifiques a la CyPB

sont liées a la fixation sur les chaines héparanes sulfates membranaires.
Ces travaux ont fait l'objet d’un article publi¢ dans Proc. Natl. Acad. Sci. U.S.A. :

- Fabrice Allain, Christophe Vanpouille, Mathieu Carpentier, Marie-Christine
Slomianny, Sandrine Durieux and Genevieve Spik (2002) Interaction with
glycosaminoglycans is required for cyclophilin B to trigger integrin-mediated adhesion of
peripheral blood T lymphocytes to extracellular matrix. Proc. Natl. Acad. Sci. U.S.A., 99, 2714-
2719.
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DISCUSSION

La CyPB partage avec les chimiokines la capacité a interagir simultanément avec un
récepteur et des protéoglycannes grace a deux régions différentes (Tanaka et al., 1993b ; Denys
et al., 1998b ; Carpentier et al., 1999b). Nous avons voulu savoir si les interactions entre la
CyPB et les sites de fixation décrits a la surface des lymphocytes T étaient impliquées dans le
recrutement de ces cellules. Nous avons ainsi montré que la CyPB est un facteur pro-
inflammatoire pour les lymphocytes T. En plus d’€tre un facteur chimioattractant, elle est
capable d’induire un signal calcique et d’augmenter 1’adhésion des cellules T a la matrice
extracellulaire par un mécanisme dépendant de 1’activation des intégrines de type a4p1 et a4p37.

La CyPB n'est pas la seule cyclophiline sécrétée a induire des réponses cellulaires. En
effet, la CyPA est également associée a la génération de flux calciques, a 1’activation des MAP-
kinases et posséde une activité chimioattractante (Sherry ef al., 1992 ; Xu et al., 1992 ; Sherry et
al., 1998 ; Yurchenko et al., 2002). Nous avons montré¢ que la CyPA est cependant moins
efficace que la CyPB pour générer une réponse calcique ou le chimiotactisme des lymphocytes
T. Toutefois, la pré-stimulation avec l'une des isoformes rend les cellules insensibles a une
seconde stimulation par l'autre cyclophiline. Ces résultats indiquent que la CyPA et la CyPB
interagissent avec le méme récepteur fonctionnel, et que leur fixation est suffisante pour générer
des réponses cellulaires communes.

Récemment, le CD147 a été identifi¢ comme une molécule de signalisation essentielle a
I’activité chimiotactile des CyPA et CyPB (Yurchenko et al., 2001 ; Yurchenko ef al., 2002). Le
CD147 est une glycoprotéine impliquée dans de nombreux phénomenes physiologiques, tels que
I’induction de MMPs (Ellis et al., 1989 ; Biswas et al., 1995), la régulation des mécanismes
d’adhésion et d’agrégation cellulaires (Kasinrerk et al., 1999 ; Cho et al., 2001), ou encore
I’activation des lymphocytes T (Koch et al., 1999). L’addition d’anticorps anti-CD147 réduit
fortement I’adhésion des lymphocytes T a la fibronectine, suggérant que le CD147 est nécessaire
a lactivité¢ de la CyPB. Toutefois, ce méme anticorps ne modifie pas la fixation de la CyPB
radioactive sur les lymphocytes T, suggérant que 1’anticorps anti-CD147 et la CyPB se fixent sur
des régions différentes, ou plus simplement que le récepteur de la CyPB et le CD147 sont deux
molécules distinctes. Sachant que la fixation de la CyPB sur son récepteur entraine 1’endocytose
du site de type I (Denys et al., 1998b), nous avons voulu savoir si la CyPB était responsable de
I’endocytose du CD147. Aucune modification de fixation de 1’anticorps anti-CD147 n’est

observée aprés pré-incubation des lymphocytes T avec la CyPB pendant 20 minutes a 37 °C.
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Cela suggere que le CD147 agirait plus comme une molécule de co-stimulation plutdt que
comme un site de fixation pour la CyPB. Le CD147 a d’ailleurs été retrouvé impliqué dans des
événements associés au réarrangement du cytosquelette et a I’activation des intégrines de types
B1 indiquant qu’il est slirement un régulateur clé dans les phénomenes d’adhésion cellulaire
(Berditchevski et al., 1997 ; Kasinrerk et al., 1999 ; Cho et al., 2001).

Si le site catalytique n’intervient pas dans la fixation de la CyPB sur son récepteur, en
revanche, 1’activit¢ PPlase est indispensable pour induire 1’adhésion des lymphocytes T a la
fibronectine. En effet, la protéine mutée, dépourvue de cette activité enzymatique, se fixe
normalement a la surface des lymphocytes T mais ne génére aucune réponse cellulaire
(Carpentier et al., 2002). Le site catalytique est trés conservé entre les CyPA et CyPB et pourrait
donc expliquer les réponses communes induites par les deux protéines. Des données récentes ont
montré que D’activité PPlase est également impliquée dans 1’activation des voies associées au
CD147 et dans les réponses cellulaires induites par la CyPA. En particulier, une boucle du
CD147, contenant la proline P'™, serait directement impliquée dans D’activation de cette
molécule par la CyPA. Ces données suggerent qu’une séquence spécifique du CD147 est un
substrat de I’activité PPlase des cyclophilines et que I’isomérisation de cette séquence serait
responsable des effets induits par les CyPA et CyPB (Yurchenko et al., 2001 ; Yurchenko et al.,
2002).

L’ensemble de ces données suggerent que le récepteur des cyclophilines serait composé
d’au moins deux sous-unités. La sous-unité que Denys et al. (1998b) ont identifi¢ comme étant le
site de type I serait a 1’origine des différences d’affinité entre les deux cyclophilines pour le
récepteur. Quant au CD147, il serait responsable des signaux intracellulaires communs générés
par les deux cyclophilines.

Contrairement a ce que nous avons montré pour la CyPB, ’activité chimiotactile de la
CyPA serait également dépendante de sa fixation a des HSPG membranaires (Yurchenko et al.,
2002). 11 est envisageable que I’interaction avec ces molécules soit suffisante pour présenter la
CyPA au CD147 et pallier ainsi a la faible affinité de cette cyclophiline pour le site de type I. En
revanche, ni la CyPA, ni le mutant CyPBgkk. ne sont capables d’induire I’adhésion des
lymphocytes T a la matrice extracellulaire. Cependant, la pré-incubation des lymphocytes T avec
la CyPA abolit I’activité pro-adhésive de la CyPB. De plus, 1'adhésion induite par la CyPB est
fortement réduite en présence d'héparine libre, de protamine, ou apres traitement de la matrice
extracellulaire par I'héparinase I, ce qui indique que la signalisation issue du récepteur de type I
est nécessaire mais pas suffisante pour promouvoir 1’adhésion cellulaire. A I’instar de ce qui a

été décrit pour la fixation du virus HIV-1 associ¢ a la CyPA, les héparanes sulfates seraient
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impliqués dans la présentation de la CyPB a son récepteur fonctionnel (Denys et al., 1998b ;
Carpentier et al., 1999b ; Saphire et al., 1999). L’interaction héparane sulfate/CyPB pourrait en
effet induire des changements structuraux et ainsi stabiliser 1’interaction avec le récepteur
fonctionnel, conduisant au maintien de ’activation de certaines voies de signalisation. Un tel
mécanisme a été proposé pour expliquer la participation des protéoglycannes dans 1’activité des
facteurs de croissance tels que I’HGF ou le FGF-2 (Delehedde et al., 2000 ; Sergeant et al.,
2000). D’autre part, l’interaction CyPB/protéoglycanne pourrait activer des voies de
signalisation propres au protéoglycanne. En effet, I’activation des intégrines est un mécanisme
complexe qui peut nécessiter 1’émergence de signaux intracellulaires complémentaires a ceux
induits par I’activation du CD147. Ces deux mécanismes, a savoir la présentation et la mise en
conformation de la CyPB d’une part, ou I'implication des HSPG comme molécules de co-
signalisation d’autre part, pourraient également agir en synergie pour promouvoir efficacement
I’adhésion des lymphocytes T a la fibronectine.

L'adhésion et la migration cellulaires sont des mécanismes complexes nécessitant
l'activation de nombreuses molécules de signalisation intracellulaires telles que des protéines
kinases Ca’'-dépendantes, des PI-3 kinases et des petites protéines G. L'ensemble de ces voies
aboutit entre autres a une augmentation de l'affinité des intégrines pour leurs ligands protéiques
présents sur I’endothélium activé et dans la matrice extracellulaire (Tilton et al., 1997 ; Tanaka,
2000 ; Ridley, 2001 ; Webb et al., 2002). Pour déterminer les voies de signalisation activées lors
de I’adhésion des lymphocytes T a la fibronectine, nous avons répété les expériences d’adhésion
en présence de toxine pertussique ou de wortmannine. La wortmannine, utilisée a faible
concentration, bloque sélectivement 1’activité des PI-3 kinases. La toxine pertussique entraine
I’ ADP-ribosylation des sous-unités Gja et bloque les signaux de transduction issus des protéines
G. Seule la wortmannine réduit significativement I’activité pro-adhésive de la CyPB, indiquant
que les PI-3 kinases sont impliquées dans ce processus.

L’ensemble de nos résultats suggere donc que la CyPB pourrait intervenir in vivo dans le
recrutement des lymphocytes T en synergie avec d'autres facteurs pro-inflammatoires. Par
ailleurs, par ses propriétés biologiques, la CyPB est trés proche des chimiokines. Par exemple,
comme RANTES, elle agit préférentiellement sur les lymphocytes CD4"/CD45RO"™ (Schall et
al., 1990 ; Gilat et al., 1994 ; Taub et al., 1993) et augmente 1’adhésion de ces cellules sur la
fibronectine, cette derniére activité nécessitant la participation des HSPG membranaires
(Oravecz et al., 1997).

La CyPA est moins efficace que la CyPB pour induire un flux calcique et une réponse

chimiotactile. Elle ne possede pas en outre de propriété pro-adhésive. Ces données suggerent que

87

© 2003 Tous droits réserves. http://bibliotheques.univ-lille1.fr/grisemine


http://bibliotheques.univ-lille1.fr/grisemine

Thése de Christophe Vanpouille, Lille 1, 2003

la fixation sur le récepteur de type I et I’activation des voies couplées au CD147 sont nécessaires
pour induire des signaux intracellulaires mais insuffisantes pour obtenir une réponse cellulaire
telle que I’adhésion cellulaire par activation des intégrines. La capacité de la CyPB a induire
I’adhésion des lymphocytes T a la fibronectine est dépendante de ses interactions avec des
protéoglycannes de type héparane sulfate via son extrémité N-terminale spécifique. Il reste
maintenant a déterminer si le role des HSPG dans I’activité pro-adhésive se limite a la
présentation de la CyPB au récepteur fonctionnel ou s’ils sont impliqués comme molécules de

co-signalisation.
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PARTIE I

Implication des syndécan-1 et -2 dans I'activité

pro-adhésive de la CyPB

© 2003 Tous droits réserves. http://bibliotheques.univ-lille1.fr/grisemine


http://bibliotheques.univ-lille1.fr/grisemine

Thése de Christophe Vanpouille, Lille 1, 2003

INTRODUCTION

Plusieurs travaux ont mis en évidence que les formes extracellulaires de CyPA et CyPB
pouvaient agir comme des médiateurs inflammatoires (Sherry et al., 1992 ; Xu et al., 1992 ;
Gonzalez-Cuadrado ef al., 1996 ; Yurchenko et al., 2001 ; Allain ef al., 2002 ; Yurchenko et al.,
2002). Elles se fixent sur le méme récepteur de type I, ce qui est suffisant pour induire un flux
calcique et le chimiotactisme des lymphocytes T (Allain et al., 2002). En revanche, seule la
CyPB est capable d’augmenter 1’adhésion des lymphocytes T a la fibronectine. Cette activité est
directement dépendante de I’interaction de la CyPB avec des protéoglycannes de type héparane
sulfate (Allain et al., 2002 ; Carpentier et al., 2002).

L’implication des HSPG dans les processus inflammatoires, angiogéniques ou
prolifératifs repose sur deux principes fondamentaux. D’une part, ils interviennent en créant des
interactions spécifiques avec des médiateurs protéiques par ’intermédiaire de leurs chaines
glycosidiques. Cette interaction contribue a augmenter la spécificité et I’efficacité de fixation du
facteur héparinique sur son récepteur fonctionnel (Yayon et al., 1991 ; Tanaka et al., 1993b ;
Kuschert et al., 1999). Dans ce mécanisme, les chaines GAGs peuvent étre visualisées comme
une main qui présente le ligand a son récepteur sur les cellules cibles. Une telle présentation
conduit a la stabilisation des interactions entre le ligand et son récepteur et, par conséquent a la
génération de signaux soutenus. Par exemple, les chimiokines sont capables de stimuler
I’adhésion des leucocytes via I’activation des intégrines lorsqu’elles sont immobilisées sur les
GAGs des cellules endothéliales ou de la matrice extracellulaire (Tanaka et al., 1993a ; Gilat et
al., 1994).

D’autre part, des données récentes ont mis en évidence que les HSPG intervenaient
directement dans la génération de signaux intracellulaires (Rapraeger & Ott, 1998 ; Ilangumaran
et al., 1999 ; Woods & Couchman, 2001). Dans ces expériences, I’absence de chaines héparanes
sulfates a la surface cellulaire ne peut pas étre substituée par des GAGs solubles ou d’autres
protéoglycannes, ce qui est une différence majeure avec le mécanisme de présentation. Les
interactions des domaines cytosoliques des protéoglycannes transmembranaires avec le
cytosquelette et des molécules de signalisation ont suggéré qu’ils pourraient étre impliqués dans
la régulation de processus cellulaires liés a I’adhésion, la migration et la prolifération, en étant a
I’origine de ’activation de voies de signalisation propre a ces protéoglycannes membranaires.
Un tel scénario a été décrit pour les HSPG interagissant avec I’'IL-10 (Salek-Ardakani et al.,

2000). De méme, I’activité du HGF est dépendante des interactions avec le CD44v3, mais pas
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avec d’autres HSPG, ce qui indique que les héparanes sulfates et le core protéique du CD44 sont
respectivement impliqués dans la fixation et les fonctions de co-stimulation de ce facteur (van
der Voort et al., 2000).

Pour déterminer I’implication des HSPG comme molécules de présentation ou de co-
signalisation pour la CyPB, nous avons analysé 1’expression de ces molécules a la surface des
cellules HL-60 différenciées en neutrophiles (HL-60/neutrophiles). Nous avons ensuite
déterminé leur implication dans la fixation et 1’activité pro-adhésive de cette protéine. La lignée
HL-60 est une des nombreuses lignées leucémiques humaines qui peut étre différenciée en
cellules présentant les caractéristiques histologiques, biochimiques et fonctionnelles des
leucocytes. De plus, alors que les cellules HL-60 ne répondent pas a la majorité des facteurs
inflammatoires, les HL-60/neutrophiles sont sensibles au fMLP et a d’autres facteurs
inflammatoires, faisant de cette lignée cellulaire un modele d’étude trés largement utilisé dans de
nombreux processus cellulaires (Koeffler & Golde, 1980 ; Collins, 1987). Dans un premier
temps, nous avons vérifi¢ que la CyPB était capable d’induire des réponses cellulaires chez les
HL-60/neutrophiles, comme le flux calcique, le chimiotactisme ou encore 1’adhésion sur
fibronectine. Puis, en se basant sur le fait que les cellules HL-60 non différenciées ne possedent
pas de site de type II pour la CyPB, nous nous sommes servis de ce modele pour déterminer la
nature des HSPG impliqués dans I’activité pro-adhésive de la CyPB.

Ces travaux ont fait I’objet d’un article soumis a publication dans Molecular Biology of
the Cell :

- Christophe Vanpouille, Agnés Denys, Rachel Pakula, Joél Mazurier and Fabrice
Allain Syndecan-1 and -2 serve as co-receptors for cyclophilin B to trigger integrin-mediated

cell adhesion to fibronectin.
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DISCUSSION

Les CyPA et CyPB sécrétées possédent une activité de type cytokine et participent aux
réponses inflammatoires et a la migration de nombreux types cellulaires (Sherry et al., 1992 ; Xu
et al., 1992 ; Gonzalez-Guadrado et al., 1996 ; Allain et al., 2002 ; Bukrinsky, 2002). La CyPB a
notamment été¢ décrite comme une protéine pro-adhésive pour les lymphocytes T (Allain et al.,
2002). Cette activité est directement dépendante de ’interaction avec des protéoglycannes de
type héparane sulfate, suggérant qu’ils pourraient intervenir comme molécules de co-stimulation.
Pour vérifier cette hypothése et identifier les HSPG impliqués dans 1’activité pro-adhésive de la
CyPB, nous avons utilis¢ le modele cellulaire HL-60. En effet, la CyPA avait déja été décrite
comme un facteur chimioattractant pour les HL-60/neutrophiles (Xu et al., 1992) et pour les
neutrophiles du sang (Sherry et al., 1992). Se basant sur ces résultats, nous avons également mis
en évidence que la fixation de la CyPB sur son récepteur fonctionnel était suffisante pour induire
le chimiotactisme et le flux calcique des HL-60/neutrophiles. Toutefois, ce sont les expériences
de fixation de CyPB radiomarquée a la surface des HL-60/neutrophiles qui ont donné une
importance significative au choix de ce modele cellulaire pour les trois raisons suivantes.
D’abord, les sites de fixation des HL-60/neutrophiles pour la CyPB possédent les mémes
caractéristiques que ceux des lymphocytes T. Par ailleurs, les cellules non différenciées ne
possédent pas de sites de type II et ne répondent pas a la CyPB. Enfin, de fagcon similaire aux
lymphocytes T, seule la CyPB est capable d’augmenter 1’adhésion des HL-60/neutrophiles a la
fibronectine. L’adhésion des HL-60/neutrophiles médiée par la CyPB se fait via 1’activation des
intégrines de type a4f1 et 047, comme cela avait déja été décrit pour les lymphocytes T (Allain
et al., 2002). Ces données indiquent que les HL-60/neutrophiles et les lymphocytes T répondent
a la CyPB de la méme fagon, faisant ainsi du modele HL-60 un excellent modéle d’étude pour
déterminer la nature et I’implication des HSPG dans 1’activité pro-adhésive de la CyPB.

De nombreux arguments sont maintenant en faveur d’un réle des HSPG membranaires
comme régulateurs des activités de cytokines et de facteurs de croissance (Bernfield ef al., 1999 ;
Selleck, 2000 ; Delehedde et al., 2002a). Ces molécules participent a 1’immobilisation de leur
ligand et a leur présentation au récepteur fonctionnel. Ce mécanisme a été proposé pour les
chimiokines et de nombreux facteurs de croissance (Yayon et al., 1991 ; Tanaka ef al., 1993b ;
Kuschert et al., 1999). Ils pourraient également servir de co-récepteurs, en facilitant le
recrutement de molécules de co-signalisation et en interagissant avec des molécules du

cytosquelette par I’intermédiaire de leur partie cytoplasmique. Ceci a été suggéré pour les
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syndécans et les CD44, pour qui les chaines héparanes sulfates et les cores protéiques agiraient
respectivement comme des sites de fixation spécifiques et des molécules de co-signalisation
(Rapraeger & Ott, 1998 ; Ilangumaran et al., 1999 ; Woods & Couchman, 2001). Des précédents
travaux réalisés dans notre Laboratoire ont montré que les régions de la CyPB impliquées dans la
fixation aux deux types de sites sont situées de part et d’autre de la molécule (Carpentier et al.,
1999b). Cela suggere que la CyPB attachée aux héparanes sulfates peut étre présentée au
récepteur fonctionnel. Toutefois, il semble que le role des HSPG ne soit pas seulement de
présenter la CyPB au récepteur fonctionnel. En effet, nous avons montré que I’addition
d’héparine n’était pas suffisante pour restaurer 1’activité pro-adhésive de la CyPB sur des
cellules traitées a I’héparinase I, suggérant que 1’héparine ne peut pas remplacer les HSPG
membranaires. En outre, le fait que la CyPBkkxk- est presque aussi efficace que la CyPB pour
induire un chimiotactisme indique que le réle des HSPG n’est pas seulement de présenter et de
stabiliser I’interaction de la CyPB avec son récepteur fonctionnel. Cela est cohérent avec les
résultats de Carpentier et al. (1999b) qui avaient montré que la CyPB et le mutant CyPBgkk. se
fixent au site de type I avec la méme affinité. Ces résultats indiquent que le role des HSPG n’est
pas seulement de concentrer et de présenter la CyPB a son récepteur fonctionnel mais plutot
d’agir comme des molécules de co-signalisation.

Nous avons démontré ensuite que la fixation aux chaines héparanes sulfates et 1’activité
pro-adhésive de la CyPB sont corrélées avec I’expression des syndécan-1 et -2. En effet, des
anticorps anti-syndécan-1 et -2 diminuent la capacité de la CyPB a augmenter 1’adhésion des
HL-60/neutrophiles a la fibronectine, alors que des anticorps dirigés contre d’autres HSPG sont
sans effet. Concernant les lymphocytes T du sang, 1’activité pro-adhésive de la CyPB fait
essentiellement intervenir le syndécan-2. Il semble toutefois que la participation moindre du
syndécan-1 soit liée a la plus faible expression de cet HSPG sur les lymphocytes T. Ces données
suggerent que les syndécan-1 et -2 agissent comme des co-récepteurs pour la CyPB en fixant le
ligand sur leurs chaines héparanes sulfates mais surtout en favorisant 1’émergence de signaux
intracellulaires via leur partie cytoplasmique. La description du réle des syndécans en tant que
co-récepteur de facteurs biologiques extracellulaires n’est pas nouvelle. La participation des
syndécans comme molécules de co-signalisation a en effet été mise en évidence pour chaque
membre de cette famille (Kinnunen et al., 1998a ; Modrowski et al., 2000 ; Simons & Horowitz,
2001 ; Derksen et al., 2002). Tous les syndécans possedent un motif cytoplasmique conservé qui
interagit avec au moins quatre molécules contenant des motifs PDZ. Ces molécules sont la
synténine (Grootjans et al., 1997), la guanylate kinase CASK/LIN (Hsueh et al., 1998), la
synbindine (Ethell et al., 2000) et la synectine (Gao et al., 2000). Elles sont associées aux
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syndécans dans des complexes protéiques organisés et participent au recrutement de protéines de
signalisation du cytosol ou de protéines interagissant avec le cytosquelette (Woods & Couchman,
2001). La CyPB serait donc un nouvel exemple de facteur pour qui les syndécans seraient a la
fois impliqués dans la fixation spécifique et dans la modulation de ses réponses cellulaires.

De fagon tout a fait intéressante, nos résultats établissent également un lien entre le
CD147 et les syndécans. Le CD147 a été décrit comme un récepteur fonctionnel des CyPA et
CyPB (Pushkarsky et al., 2001 ; Yurchenko et al., 2001). Nous avons démontré que méme si le
CD147 n’est slirement pas directement impliqué dans la fixation de la CyPB, il est toutefois
nécessaire comme molécule de co-signalisation dans les réponses médiées par la CyPB (Allain et
al., 2002). Le CD147 et les syndécans semblent donc étre des composés de co-signalisation du
récepteur fonctionnel de la CyPB. Il n’est pas étonnant de retrouver un lien entre le CD147 et les
syndécans dans 1’activité de la CyPB puisque qu’ils ont tous les deux été décrits comme des
cibles potentielles du virus HIV-1. Le CD147 facilite en effet I’entrée du virus en interagissant
avec la CyPA associée au virus (Pushkarsky et al., 2001). Les syndécans facilitent quant a eux
I’attachement du HIV-1 sur ses cellules cibles (Saphire et al., 2001). Par conséquent,
I’implication du CD147 et des syndécans dans le complexe récepteur fonctionnel de la CyPB
sous-entend que la CyPB jouerait un role clé dans la pathogenése liée au HIV-1. En détournant
les fonctions premicres de ce récepteur, le virus pourrait faciliter sa fixation et son entrée dans
les cellules cibles. Par conséquent, la compréhension des mécanismes liés a I’activité de la CyPB
pourrait permettre de mieux appréhender le réle exact des syndécans et du CDI147 dans
I’infection de HIV-1 et pourrait étre a la base de nouvelles approches thérapeutiques pour
bloquer I’entrée du virus.

Toutefois, I’expression du CD147 et des syndécans n’est pas suffisante pour que les
cellules soient capables de répondre a la CyPB. En effet, nous avons démontré que les cellules
HL-60 non différenciées expriment le CD147 et les syndécan-1 et -2 sans toutefois étre capables
d’adhérer a la fibronectine. En outre, les cellules HL-60 non différenciées ou différenciées en
¢osinophiles n’expriment pas les sites de type II, indiquant que leurs chaines héparanes sulfates
ne sont pas capables de fixer la CyPB. La différenciation en HL-60/neutrophiles conduit donc a
I’apparition de motifs héparanes sulfates spécifiquement impliqués dans la fixation de la CyPB.
La structure fine des chaines héparanes sulfates dépend de 1’expression et de la régulation des
nombreuses enzymes de biosynthése. Elles sont responsables d’une certaine hétérogénéité dans
le nombre et la position de sulfates, dans le nombre des acides iduroniques, contribuant ainsi a la
diversité des motifs retrouvés le long des chaines héparanes sulfates (Lindahl ez al., 1998 ; Esko

& Lindahl, 2001 ; Esko & Selleck, 2002). La conséquence fonctionnelle de la diversité
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moléculaire des chaines héparanes sulfates est la formation de motifs structuraux définis qui sont
responsables de la fixation spécifique de certains ligands (Lindahl ef al., 1998 ; Gallagher, 2001).
Des travaux antérieurs avaient démontré que I’hétérogénéité de fixation de la CyPB sur les
lymphocytes du sang était liée a I’expression différentielle du site de type II sur les sous-
populations (Denys et al., 1997 ; Denys et al., 1998b). La présence du site de type II sur les
lymphocytes T CD4+/CD45RO+ expliquerait alors la sélectivité d’action de la CyPB vis-a-vis
de cette sous-population (Allain et al., 2002). Par ailleurs, nous avons démontré que les
neutrophiles du sang n’adhérent pas a la fibronectine en présence de CyPB, ce qui apparait
¢galement li¢ a I’absence de sites de type II. Les cellules HL-60 non différenciées possédent des
chaines héparanes sulfates mais ne posseédent pas de site de fixation glycannique spécifique de la
CyPB, suggérant que c’est I’expression de certaines enzymes de synthése lors de la
différenciation en neutrophiles qui est responsable de ’apparition du site de fixation de type II.
Le modéle HL-60 semble alors trés intéressant pour déterminer les caractéristiques structurales
des motifs héparanes sulfates reconnus par la CyPB et analyser la régulation de la machinerie
enzymatique responsable de 1’apparition de ces motifs sur les cellules cibles. Par ailleurs, la
concentration en CyPB est augmentée dans diverses pathologies et dans des cas d’infection par
le HIV-1 (Sherry et al., 1992 ; Gonzalez-Cuadrado et al., 1996 ; Tegeder et al., 1997 ; Endrich &
Gehring, 1998 ; Jin et al., 2000). Par conséquent, la caractérisation de la structure fine des sites
de type II sera particuliérement intéressante pour établir une stratégie basée sur le développement
de molécules dérivées d’héparanes sulfates capables de bloquer ces interactions et de contrdler

les effets médiés par la CyPB dans ces pathologies.
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et ses motifs hépariniques
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PARTIE |

Etude du motif héparinique minimal
impliqué dans les interactions avec la CyPB.

Analyse par retard sur gel
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INTRODUCTION

La CyPB partage avec de nombreux facteurs inflammatoires la capacité a interagir avec
un récepteur protéique et des HSPG (Delehedde et al., 2002a). Nos travaux antérieurs ont montré
que les HSPG, identifiés comme étant les syndécans-1 et -2, sont directement impliqués dans
I’activité de la CyPB. Dans un modé¢le de co-récepteur, I’interaction simultanée du ligand avec
ses récepteurs protéiques et ses sites glycanniques permet le rapprochement du core protéique
des protéoglycannes avec les récepteurs fonctionnels. Cela favorise 1’émergence de signaux
supplémentaires et I’interaction entre des molécules du cytosquelette et la partie cytoplasmique
des HSPG (Rapraeger & Ott, 1998 ; Ilangumaran et al., 1999 ; Woods & Couchman, 2001). Ce
modele n’est pas exclusif et peut étre complété par un modele plus classique de présentation des
HBPs par les héparanes sulfates. En effet, les chaines glycanniques des syndécans-1 et -2
pourraient également servir de bras qui présenteraient correctement le ligand a son récepteur
fonctionnel, comme cela a ét¢ montré pour d’autres facteurs (Tanaka et al., 1993b ; Kuschert et
al., 1999).

La caractérisation du motif structural impliqué dans les interactions avec la CyPB est
nécessaire pour comprendre 1’importance des chaines héparanes sulfates dans la fixation et
I’activité pro-adhésive de la CyPB. Parmi les caractéristiques fonctionnelles de ce motif de
fixation, la taille joue un role important. En effet, Delehedde et al. (2002) ont montré que des
tétrasaccharides hépariniques sont suffisants pour fixer le FGF-2. En revanche, des
oligosaccharides de taille plus grande (DP10-DP12) sont nécessaires a 1’activité proliférative de
ce facteur. Le domaine de fixation du dimere d’interleukine-8 correspond a deux domaines
hexasaccharidiques séparés au moins par sept unités disaccharidiques (Spillman et al., 1998).
Toutefois, il a été montré que des disaccharides hépariniques sont suffisants pour inhiber les
propriétés pro-inflammatoires de I’interleukine-8 (Kuschert ef al., 1998). La taille est donc une
caractéristique importante du site de fixation d’'une HBP, puisqu’elle peut influencer des
phénoménes de dimérisation du ligand mais également favoriser des interactions avec le
récepteur protéique.

La source de motifs héparanes sulfates spécifiques est limitée sur les lymphocytes T.
Toutefois, la structure de I’héparine est similaire aux régions fortement sulfatées des héparanes
sulfates, et des travaux antérieurs réalisés dans notre Laboratoire ont montré que I’héparine et les
sites de types II présents sur les lymphocytes T possédaient les mémes capacités d’interaction

avec la CyPB (Denys et al., 1998b). Par conséquent, nous avons utilis¢ des oligosaccharides
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dérivés d’héparine pour déterminer la longueur du motif reconnu par la CyPB. L’interaction a été
analysée en utilisant une stratégie basée sur le principe de retard sur gel en condition non
dénaturante (Wu et al., 2002). Les oligosaccharides non retardés ou complexés a la CyPB ont été
visualisés grace au marquage préalable par un fluorophore, I’acide 8-aminonaphtaléne-1,3,6-
trisulfonique (ANTS) (Jackson, 1994). Finalement, I’importance de la taille du motif héparinique
dans I’activité biologique de la CyPB dépendante des héparanes sulfates a été testée en analysant
la capacité¢ des oligosaccharides hépariniques a moduler 1’adhésion des lymphocytes T a la

fibronectine.

Ces travaux ont fait I’objet d’un article soumis a publication dans Biochemical Journal :
- Christophe Vanpouille, Agnés Denys, Mathieu Carpentier, Rachel Pakula, Joél
Mazurier and Fabrice Allain. Octasaccharide is the minimal lenght unit required for efficient

binding of Cyclophilin B to heparin and cell surface heparan sulphate.
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DISCUSSION

La CyPB interagit fortement avec I’héparine, puisque son élution d’une colonne
d’héparine-Sépharose nécessite la présence d’une solution NaCl 0,6 M (Denys et al., 1998b). En
revanche, les mutants CyPBkgk. et CyPBayrp ont une plus faible affinité pour 1’héparine. En
effet, la CyPBkkk- est éluée de la colonne d’héparine-Sépharose a 0,1 M NaCl alors que la
CyPBayrp est éluée a 0,3 M. Ces données suggérent que le tripeptide *KKK’ est impliqué dans
des interactions ioniques alors que le tripeptide '*YFD'® interviendrait en stabilisant le complexe
CyPB/héparine (Carpentier ef al., 1999b). Les résultats obtenus par la technique de retard sur gel
en condition non dénaturante confirment I’importance de ces deux séquences dans les
interactions avec I’héparine. En effet, nous avons démontré qu’un octasaccharide d’héparine
correspond a la taille minimale capable d’interagir avec la CyPB alors que les mutants CyPBggxk-
et CyPBayrp ne sont pas capables de former des complexes avec ces mémes DP8. De plus, la
modélisation moléculaire de la CyPB montre que les deux tripeptides *KKK® et *YFD'® sont
arrangés dans la structure tridimensionnelle de la CyPB de telle facon qu’ils délimitent une
gouttiere dans laquelle un motif octasaccharidique peut se loger. Cette observation permet
d’expliquer pourquoi les DP4 et DP6 interagissent faiblement avec la CyPB. Les deux séquences
’KKK et "'YFD'® agiraient donc en synergie dans la fixation du motif héparinique en délimitant
la zone d’interaction avec ce motif. Ainsi, I’implication d’une seule des deux séquences n’est pas
suffisante pour former un complexe stable entre la CyPB et les DP8. L’importance du tripeptide
YFD a déja été décrite dans les interactions entre le collagéne de type IV et les chaines héparanes
sulfates. Cette séquence est localisée dans la discontinuité de la triple hélice du collagene et
semble cruciale pour induire I’adhésion cellulaire aux HSPG (Koliakos et al., 1989).

La taille minimale nécessaire a la fixation de la CyPB a la surface des héparanes sulfates
des lymphocytes T semble également €tre un octasaccharide. En effet, la formation du complexe
CyPB/héparanes sulfates marqués a ’ANTS n’est inhibée efficacement qu’en présence de DP8
ou d’oligosaccharides de taille supérieure comme compétiteurs. De plus, nous avons montré que
I’addition de DP8 réduit fortement D’activit¢ pro-adhésive de la CyPB. Cependant, des
oligosaccharides de tailles plus grandes ne sont pas plus efficaces pour inhiber 1’adhésion
cellulaire induite par la CyPB, suggérant que ’augmentation de taille n’augmente pas les
capacités d’inhibition des oligosaccharides dans les tests d’adhésion. A I’inverse, la compétition
par les DP4 et DP6 est tres faible et n’est observée seulement qu’a de fortes concentrations. Dans

des travaux récents, nous avons montré que les CyPBgkk. et CyPBayrp étaient toutes les deux
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incapables d’induire la fixation des lymphocytes T a la fibronectine (Carpentier ef al., 2002). Ces
données indiquent que 1’absence d’une des deux séquences est suffisante pour altérer les
réponses cellulaires de la CyPB dépendante des héparanes sulfates. Cela suggére que les
séquences KKK et "*YFD'® sont également impliquées dans la fixation de la CyPB aux chaines
héparanes sulfates des lymphocytes T. Le mutant CyPBayrp, qui posséde la séquence "KKK”, est
incapable d’induire ’activité pro-adhésive de la CyPB. Toutefois, il est suffisant pour interagir
faiblement avec I’héparine. En effet, il est élu¢ de la colonne d’héparine-sépharose a 0,3 M en
NaCl. Par conséquent, il est possible que les DP4 et les DP6 interagissent avec les trois lysines
de fagon indépendante du tripeptide '*YFD'®. Ces faibles interactions pourraient expliquer
I’inhibition partielle de D’activit¢ pro-adhésive de la CyPB observée en présence de fortes
concentrations de DP4 et DP6.

Le premier rdle proposé pour les chaines héparanes sulfates dans la modulation des
réponses cellulaires est d’induire un changement de conformation tridimensionnelle du ligand.
Ce changement de conformation serait impliqué dans une meilleure efficacité¢ d’interaction avec
le récepteur fonctionnel (Yayon et al. 1991 ; Tanaka et al., 1993b ; Kuschert ef al., 1999). Nos
travaux ont montré que les mutants CyPBgkk. et CyPBayrp possédent les mémes caractéristiques
de fixation que la CyPB pour les sites de type I (Carpentier ef al., 1999b) et gardent leur capacité
a induire le chimiotactisme des lymphocytes T (Allain et al., 2002). De méme, le traitement des
cellules a I’héparinase I n’altére ni la capacité de la CyPB a interagir avec le site de type I
(Denys et al., 1998b) ni la capacité¢ a induire un chimiotactisme (Allain et al., 2002). Ces
données indiquent que les chaines héparanes sulfates ne sont pas nécessaires a la fixation de la
CyPB sur son récepteur de type I. En revanche, elles sont absolument nécessaires a 1’activité pro-
adhésive du facteur, suggérant que les héparanes sulfates sont impliqués dans la modulation de
certaines réponses cellulaires de la CyPB (Carpentier et al., 2002 ; Allain et al., 2002). Nous
avons démontré que des octasaccharides réduisent les interactions avec les héparanes sulfates
membranaires et inhibent 1’adhésion cellulaire médiée par la CyPB. En revanche, ils sont
incapables de restaurer D’activité pro-adhésive de la CyPB de lymphocytes T traités a
I’héparinase 1. Par conséquent, il semble que le rdle des héparanes sulfates ne soit pas réduit a
une modification de conformation de la CyPB, qui serait nécessaire a la présentation de la
protéine sous une forme biologiquement active.

Des travaux récents ont montré que la taille minimale de fixation d’un motif héparinique
pour un ligand protéique donné ne correspond pas forcément a la taille du motif nécessaire pour
induire une réponse cellulaire optimale. Par exemple, le HGF est capable de se lier a des DP4

mais 1’activité biologique maximale du HGF est observée pour des oligosaccharides plus grands.
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Cette activité s’expliquerait par I’implication des héparanes sulfates dans la formation d’une
interaction stable entre le HGF et son récepteur fonctionnel c-Met (Delehedde et al., 2002b). Par
ailleurs, les chaines héparanes sulfates pourraient faciliter la dimérisation de certains facteurs,
favorisant ainsi leur activité (Spillman et al., 1998 ; Schlessinger ef al., 2000). Par exemple, un
monomere de FGF-2 peut se fixer et activer son récepteur fonctionnel. En revanche, les réponses
prolifératives de ce facteur de croissance sont dépendantes de la persistance de signaux issus de
la dimérisation du récepteur. Dans la plupart des cas, les fonctions des héparanes sulfates
membranaires peuvent étre remplacées par des héparanes sulfates solubles ou de I’héparine,
indiquant que les HSPG membranaires des cellules voisines ou de la matrice extracellulaire
pourraient promouvoir 1’activité des chimiokines ou des facteurs de croissance. Dans nos
expériences, nous avons montré que 1’activité pro-adhésive de la CyPB sur les cellules traitées a
I’héparinase I n’était pas restaurée par de I’héparine soluble ou immobilisée, indiquant que le
role des héparanes sulfates n’est pas limité a la formation d’un dimére de CyPB ou a la
stabilisation des interactions entre la CyPB et son récepteur. En revanche, nous avons montré
que les syndécans-1 et -2 agissent comme des co-récepteurs pour la CyPB, ce qui confirme que
les héparanes sulfates doivent étre présents a la membrane des cellules cibles pour moduler
I’activité de ce facteur. D’autres exemples de 1’implication des HSPG comme molécules de co-
signalisation ont déja été décrits dans la littérature. En effet, le syndécan-2 est impliqué dans la
fixation du GM-CSF aux ostéoblastes et semble agir comme un co-récepteur fonctionnel dans la
modulation de I’activité mitogeéne et la signalisation de cette cytokine (Modrowski et al., 2000).
Le syndécan-4, mais pas d’autres HSPG a été décrit comme favorisant la fixation du FGF-2 aux
cellules endothéliales en participant a la signalisation dans les processus d’angiogénese (Volk et
al., 1999). Dans ces exemples, la fixation simultanée du ligand aux héparanes sulfates et au
récepteur fonctionnel a pour conséquence de rapprocher ces deux types de récepteur, ce qui
conduit a I’apparition de signaux supplémentaires.

La N-déacétylation/N-sulfatation, 1’épimérisation des acides glucuroniques en acides
iduroniques et la position différente des 2-, 3-, et 6-O-sulfates sont autant d’¢éléments qui
expliquent pourquoi les héparanes sulfates sont composés d’une myriade de structures
différentes capables d’interagir trés spécifiquement avec des HBPs (Capila & linhardt, 2002).
Par ailleurs, puisque les HSPG participent dans une grande variété de processus physiologiques,
ils représentent une cible potentielle pour le développement de nouvelles molécules a visée
thérapeutique. La détermination des caractéristiques structurales des motifs héparanes sulfates
impliqués dans la régulation spécifique des événements cellulaires permettraient la synthése

d’analogues hépariniques possédant des activités biologiques définies. Par exemple, de
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nombreuses ¢études ont utilisées 1’héparine ou des dérivés de dextrans pour prévenir la
coagulation sanguine, favoriser la cicatrisation ou moduler les activités des facteurs de
croissance et des héparanases afin de prévenir la croissance tumorale. Dans le cas de la CyPB,
plusieurs travaux ont suggéré qu’elle serait impliquée dans diverses pathologies (Tegeder et al.,
1997 ; Endrich & Gehring, 1998 ; Jin et al., 2000 ; Gonzalez-Cuadrado et al., 1996). Par
conséquent, la détermination de la structure fine du motif héparane sulfate impliqué dans la
fixation de la CyPB serait trés intéressante pour établir une stratégie basée sur la génération de
molécules dérivant d’héparine capables de bloquer les effets médiés par la CyPB dans ces
pathologies. C’est pourquoi, apres avoir visualisé par la technique de retard sur gel I’interaction
entre la CyPB et des oligosaccharides d’héparine, nous avons étudié¢ plus spécifiquement les
caractéristiques de cette interaction. Pour ce faire, nous avons utilisé une méthode physique de
mesure des parameétres d’interaction basée sur la technologie des biocapteurs optiques de type

[Asys.
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PARTIE I

Etude des caractéristiques structurales du motif
héparinique reconnu par la CyPB.

Analyse par la technologie du biocapteur IAsys
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I - INTRODUCTION

A - PRINCIPE

La caractérisation des interactions moléculaires est essentielle a 1'analyse des relations
structure-fonction des molécules biologiques et a la compréhension des systémes biologiques
modulés par ces interactions. Les biocapteurs optiques sont des outils développés depuis le début
des années 1990 qui permettent de mesurer en temps réel les interactions moléculaires en
utilisant le principe des ondes évanescentes. Quatre types de biocapteurs commerciaux sont
disponibles a ce jour: IAsys (Affinity Sensors), BIOS-1 (Artificial Sensing Instruments),
BIAcore (Pharmacia Biosensor) et BioTul (BioTul). Ils différent dans la technologie permettant
de générer ’onde évanescente. [Asys et BIOS-1 utilisent le principe de guidage d’onde
(waveguiding) et de réflexion de résonance (resonant mirror) alors que le BIAcore et le BioTul
utilisent le principe de résonance plasmonique de surface. Une autre différence majeure entre le
BIAcore et le [Asys est la méthode selon laquelle le ligand est amené a la surface de détection.
Le principe du IAsys utilise un systetme a cuvette dans laquelle les phases contenant les
molécules étudiées sont en agitation continue, alors que le BIAcore utilise un flux laminaire
(Figure 1).

Les biocapteurs fonctionnent comme des détecteurs de masse utilisant des données
optiques pour repérer les changements de masse liés a la fixation d’un ou de plusieurs ligand(s)
sur un récepteur immobilisé a la surface du détecteur. Un changement de masse a la surface, lié¢ a
la fixation d’un ligand sur son récepteur, est alors traduit en signal €lectrique. Outre leur forte
sensibilité, 1’utilisation des biocapteurs a I’avantage d’éviter 1’utilisation de la radioactivité ou
autres marqueurs chimiques qui nécessitent des étapes supplémentaires (Edwards et al., 1995 ;
Fernig, 2001). Les biocapteurs peuvent étre utilisés pour I’analyse de cinétique d’interactions
entre deux partenaires ou plus, pour rechercher des partenaires putatifs de fixation dans des
expériences de reconnaissance moléculaire ou encore pour la sélection d’anticorps monoclonal
recombinant.

L’ensemble des résultats expérimentaux décrits dans ce chapitre a été obtenu grace a
’utilisation de la technologie 1Asys. Cette technologie nous a permis de déterminer d'une part les
parametres d’affinité entre la CyPB et les différents partenaires testés (héparine, oligosaccharides
de différentes longueurs), et d'autre part les principales caractéristiques structurales responsables

de I’interaction entre la CyPB et I’héparine.
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Figure 1 : Principe des biocapteurs optiques de type lasys (A) et Biacore (B)
(d’aprés AK Powell, PhD thesis University of Birmingham, 2001)
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B - DETERMINATION DES PARAMETRES DE FIXATION

Une des utilisations les plus classiques des biocapteurs optiques est la détermination
rapide de cinétiques d’interactions moléculaires (Edwards et al., 1995 ; George et al., 1995 ; Gill
et al., 1996). L’association du ligand avec la molécule immobilisée se fait de fagon exponentielle
avant d’atteindre une phase d’équilibre, ou le nombre de ligands s’associant et se dissociant des
récepteurs est équivalent. Le remplacement de la phase qui contient le ligand par du tampon est
suffisant pour visualiser la dissociation partielle du ligand. Ceci se traduit par une diminution
exponentielle du signal. La surface est ensuite régénérée notamment par 1’ajout de NaCl 2M pour
dissocier les interactions ioniques (Figure 2).

Pour la phase d’association, les équations fournissent deux renseignements. D’ une part,
elles donnent une valeur du taux de fixation a un temps infini, ce qui traduit en fait le nombre de
site maximal ou extent. Ce nombre de site est atteint a 1’équilibre de fixation, c’est-a-dire quand
la courbe d’association a atteint un plateau. D’autre part, elle traduit une constante de fixation
observée définie par: ko, = Kuss[ligand] + kgiss ou [ligand] correspond a la concentration du
ligand, k. est la constante d’association et kgiss la constante de dissociation. La représentation
kon en fonction de [ligand], par conséquent, donne une droite, ou les valeurs calculées par le
logiciel correspondent aux termes suivants : gradient = kg et intercept =~ Kgiss. 11 est toutefois a
noter que la valeur de kgiss est souvent incorrectement calculée par cette méthode. Il est
préférable de calculer kgiss directement a partir de la courbe de dissociation en utilisant une
régression non-linéaire. Cette courbe de dissociation étant elle-méme obtenue par ajout de
grosses quantités d’héparine pour détacher le ligand de ses sites de fixation.

La détermination de ket kgiss permet ensuite le calcul du Kd grace a I’équation
suivante : Kd = Kgiss /Kass  (Kdcinstique)-

Les réponses mesurées lors de la phase d’association sont directement proportionnelles a
la quantité¢ de ligands fixés a la surface (Edwards et al., 1995). Par conséquent, la réponse
observée pour le plateau est proportionnelle au taux de fixation du ligand a I’équilibre.

L’analyse du graphe Extent en fonction de la [ligand] permet ainsi la détermination de
Bmax. Par ailleurs, ’analyse a I’équilibre permet également de calculer le Kd de I’interaction
grace a la régression linéaire du graphe Extent en fonction de [ligand] (Schuck & Minton, 1996).

En outre, la valeur de Bmax peut étre utilisée pour calculer k,s, via 1’analyse des

constantes initiales (Slope of initial rate) (Edwards & Leatherbarrow, 1997).
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Figure 2 : Représentation de la cinétique de fixation d’une HBP sur héparine.
Les différentes phases de la cinétique correspondent a l'association (1), la
dissociation (2), la régénération par lavage au NaCl (3) puis le ringage de la cuvette
par du PBST (4).
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Le graphe Slope of initial rate en fonction de la concentration en ligand donne une droite ou le
gradient (pente de la courbe) est égal a k,s x Bmax :
Slope of initial rate = K,ss X Bmax x [ligand]
Les valeurs de ks peuvent par conséquent étre calculées grace a :
kass = gradient/Bmax

La possibilité d’utiliser des méthodes indépendantes de caractérisation des paramétres
cinétiques et du Kd d’une interaction permet d’estimer les artefacts liés a chaque valeur.
L’artefact majeur lié¢ a la détermination des cinétiques est la génération d’une fixation biphasique
observée a forte concentration en ligand. Cette fixation biphasique, plus apparente sur les
longues chaines d’héparine est la résultante d’au moins deux facteurs (Edwards et al., 1995 ;
Schuck, 1997). La premiére explication est liée au probléme dit « du parking ». Dans ce cas,
tous les sites de fixation sont équivalents et la fixation doit étre considérée comme polymérique.
La fixation d’un deuxiéme ligand nécessite le mouvement du premier le long de la chaine
glycannique, ce qui donne un kug plus petit pour le ligand 2 et donc une fixation biphasique. La
deuxiéme explication est liée a I’encombrement stérique. Dans ce cas, tous les sites ne sont pas
équivalents. De part 1’orientation de la chaine d’héparine a la surface de la cuvette, certains sites
sont trés accessibles au ligand alors que d’autres le sont beaucoup moins et donc possedent un
kass plus petit.

Trois précautions sont prises pour éviter ces deux artefacts. D’abord, puisque les
oligosaccharides sont biotinylés a leur extrémité réductrice, ils sont orientés en position plutot
verticale a la surface de la cuvette, ce qui a tendance a diminuer les problémes d’accessibilité de
certains sites. Deuxiemement, les concentrations en CyPB utilisées ont ét¢ les plus faibles
possibles, favorisant ainsi une fixation monophasique. Troisiemement, pour chaque surface
utilisée lors du calcul des parametres cinétiques, on s’assure que le graphe Slope of initial rate en
fonction de la concentration en CyPB donne une droite, ce qui indique que 1’association observée
n’est pas due a une diffusion du ligand (Edwards et al., 1997). Pour toutes ces raisons, la réaction
de fixation entre la CyPB et les glycannes a ét¢é monophasique. Le modele correspondant a un

seul site de fixation a alors pu étre utilisé pour calculer tous les parameétres de fixation.
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II - RESULTATS

A - CINETIQUE DE FIXATION DE LA CYPB SUR HEPARINE IMMOBILISEE
Dans un premier temps, nous avons analysé la fixation de la CyPB a différentes
concentrations sur de I’héparine immobilisée (Figure 3). Les courbes de fixation obtenues sont
classiques et comparables a celles obtenues avec d’autres facteurs comme le HGF ou le FGF-2
(Delehedde et al., 2002b ; Delehedde et al., 2002c). Comme ces facteurs, la CyPB se fixe de
facon dose-dépendante. Il semble toutefois que 1’obtention de réponses d’amplitudes
comparables a celles de ces deux facteurs nécessitent des concentrations plus élevées en CyPB,

suggérant que la CyPB possede une faible affinité pour ’héparine immobilisée sur la cuvette.

B - INFORMATION SUR LA TAILLE DU MOTIF HEPARINIQUE INTERAGISSANT

AVEC LA CYPB
1. Cinétiques de fixation de la CyPB sur héparine et oligosaccharides
hépariniques immobilisés.

Les biocapteurs optiques sont fréquemment utilisés pour déterminer la taille minimale
nécessaire a I’interaction d’'une HBP donnée. Afin de confirmer par une méthode physique les
résultats obtenus par visualisation des complexes CyPB/oligosaccharides, nous avons étudié les
cinétiques de fixation de la CyPB sur des oligosaccharides de degré de polymérisation 4, 6, 8 et
14. Aucun Kd significatif n’a pu étre déterminé pour les cuvettes correspondantes aux
tétrasaccharides et hexasaccharides. En revanche, nous avons obtenu des Kd a 1’équilibre de 36 +
2,5 nM pour les DP8 et 14,4 + 4 nM pour les DP14. Ces résultats confirment que la taille
minimale du motif héparinique capable d’interagir avec la CyPB est un octasaccharide. De plus,
les différences d’affinité calculée par cette méthode suggerent qu'un tétradécasaccharide adopte
une conformation plus favorable a la fixation de la CyPB sur la cuvette. En effet, le principe
méme de fixation des octasaccharides sur la cuvette peut créer des génes stériques susceptibles
de diminuer l'interaction avec les séquences "KKK® et '“YFD'® de la CyPB, séquences

préalablement décrites comme délimitant une gouttiére 8 méme de recevoir un octasaccharide.

2. Compétition de fixation de la CyPB par des oligosaccharides hépariniques
Dans ces expériences, la fixation de la CyPB sur héparine immobilisée a ét¢ analysée en
présence d’oligosaccharides allant de DP2 a DP18 (Figure 4). Pour chaque DP, 8 concentrations
allant de 0 a 100 pg/ml ont été testées. Quelque soit la concentration utilisée, les DP 2 et DP4 ne

modifient pas la fixation de la CyPB sur la cuvette, suggérant que le site de fixation de la CyPB
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Figure 3 : Cinétiques de fixation de la CyPB sur héparine immobilisée. La fixation sur
héparine biotinylée a été suivie pour des concentrations variant de 0,4 nM a 0,8 uyM.
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Figure 4 : Compétition de fixation de la CyPB sur héparine immobilisée en présence
d'oligosaccharides hépariniques. La fixation de la CyPB sur héparine immobilisée a été
mesurée en présence de concentrations croissantes en oligosaccharides de tailles différentes.
Les résultats sont exprimés en pourcentage de fixation maximale sur héparine immobilisée,
déterminée en absence d'oligosaccharides compétiteurs.
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est plus grand qu’un motif tétrasaccharidique. Pour les oligosaccharides de tailles supérieures, la
compétition observée est dépendante de la concentration. En effet, la compétition de fixation de
la CyPB est significative a partir de 25 pg/ml de DP6, 10 pg/ml de DP8 et 5 ug/ml de DP10 et
DP12. Par ailleurs, dés 10 pg/ml, la courbe de compétition des DP8 est superposable aux courbes
d’oligosaccharides de taille supérieure. A I’inverse, la courbe de compétition est moins marquée
pour les DP6. 1l semble donc que le site minimal de fixation de la CyPB soit un octasaccharide.
La CyPB peut toutefois se fixer a un héxasaccharide d’héparine, mais avec une faible affinité.
Ces résultats sont cohérents avec les résultats de cinétique de fixation sur les cuvettes des

différents DP ou un Kd significatif n’a pu étre calculé qu’a partir de DP8.

C - ANALYSE DES CARACTERISTIQUES STRUCTURALES DU MOTIF HEPARINIQUE

INTERAGISSANT AVEC LA CYPB
1. Compétition de fixation de la CyPB par des héparines modifiées
chimiquement
Pour analyser les caractéristiques structurales du site de fixation de la CyPB, nous avons
répété I’expérience précédente en utilisant des héparines modifiées par voie chimique comme
compétiteurs (Figure 5). Cinq héparines modifiées ont ét¢ utilisées a des concentrations variant
de 0 a 100 pg/ml (héparines N-désulfatée, N-désulfatée-réacétylée, N-acétylée, 2-O-désulfatée et
6-O-désulfatée). Une expérience de compétition avec de I’héparine soluble non modifiée a
également ¢été réalisée. Cette expérience a servi de témoin positif puisqu’aux fortes
concentrations (> 10 pg/mL), la compétition observée est totale, suggérant que les quantités de
compétiteurs solubles utilisées sont suffisantes pour avoir une inhibition totale. Les héparines N-
désulfatée et N-désulfatée-réacétylée ne modifient en aucune maniere la fixation de la CyPB sur
héparine immobilisée. Les groupements N-sulfates sont donc directement impliqués dans la
fixation de la CyPB a I’héparine. En présence de fortes concentrations d’héparines 2-O- ou 6-O-
désulfatées, la fixation de la CyPB sur héparine immobilisée est 25 % plus faible que sans
compétiteur. Les groupements 2-O- et 6-O-sulfates semblent donc également impliqués dans
I’interaction de la CyPB avec I’héparine. Le résultat obtenu avec 1’héparine N-acétylée est plus
surprenant. En effet, ’addition d’héparine N-acétylée soluble diminue de 50 % la fixation de la
CyPB sur héparine immobilisée. La seule modification de cette héparine est I’ajout de

groupements acétyls sur les groupements aminés libres de 1’héparine.
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Figure 5 : Compétition de fixation de la CyPB sur héparine immobilisée en présence
d'héparines modifiées chimiquement. La fixation de la CyPB sur héparine immobilisée a été
mesurée en présence de concentrations croissantes en héparines non modifiée, N-désulfatée
(NdeS), N-désulfatée puis réacétylée (NdeS-ReAc), N-acétylée (Nac), 2-O-désulfatée (2-O-
deS) ou 6-O-désulfatée (6-O-deS). Les résultats sont exprimés en pourcentage de fixation
maximale a I'héparine, déterminée en absence d'héparines compétitrices.
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Cette modification diminue de 50 % le pouvoir compétiteur de 1’héparine, suggérant que les
groupements NH» ou leur environnement proche sont impliqués dans I’interaction de la CyPB
avec son site de fixation glycannique.

Par ailleurs, nous avons vérifi¢ la capacité de ces différentes héparines a inhiber la
fixation du FGF-2 sur héparine immobilisée. Nous avons retrouvé les résultats décrits dans la
littérature a savoir que les groupements N-sulfates et 2-O-sulfates sont impliqués dans
I’interaction du FGF-2 avec I’héparine (Gallagher, 1998). Les résultats obtenus avec le FGF-2
permettent donc de valider les modifications chimiques des différentes héparines et par
conséquent les résultats obtenus avec la CyPB. De plus, ces résultats suggerent que la CyPB et le

FGF-2 se fixent sur des motifs hépariniques différents.

2. Expériences de footprinting

Pour savoir si les sites de fixation de la CyPB et du FGF-2 sur I’héparine possédent
réellement des caractéristiques différentes, nous avons réalisé des expériences de footprinting
avec ces deux molécules (Figure 6). Si les deux molécules ont des sites communs, le FGF-2 ne
se fixera plus sur la cuvette aprés ajout d'un large excés de CyPB, et réciproquement. Comme
attendu, la fixation du FGF-2 est identique avant ou apres addition de CyPB, indiquant que la
présence de la deuxiéme HBP ne geéne pas la fixation du FGF-2. Dans I’expérience inverse, la
fixation de la CyPB n’est pas modifi¢e avant et apres ajout de FGF-2, confirmant que les deux
HBPs reconnaissent des motifs différents. Par ailleurs, il est intéressant de constater qu’aux
concentrations utilisées (60 nM pour le FGF-2 et 480 nM pour la CyPB), I’amplitude des
réponses observées est trés différente. En effet, malgré des poids moléculaires comparables, la
CyPB donne une réponse 3 fois plus faible que le FGF-2 a une concentration pourtant 10 fois
supérieure. Les sites de fixation de la CyPB sont donc nettement moins représentés que ceux du
FGF-2. Puisque les sites de fixation du FGF-2 et de la CyPB sont respectivement des motifs
tétrasaccharidiques (Delehedde et al, 2002c) et octasaccharidiques, il n'est pas étonnant de
retrouver plus de sites de fixation du FGF-2 sur une cuvette d’héparine immobilisée. Toutefois,
cette différence d’intensité de réponse entre les deux molécules pourrait s’expliquer par une plus
grande rareté du site de la CyPB. Des résultats similaires, obtenus avec le HGF, confirment

d'ailleurs que le motif reconnu par la CyPB est peu commun.
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Figure 6 : Expérience de footprinting entre la CyPB et le FGF-2. La fixation du FGF-2 sur
héparine immobilisée a été analysée aprés fixation préalable de la CyPB (courbe rouge) et
réciproquement (courbe bleue).
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3. Mise en évidence de I’implication des groupements aminés libres de I’héparine dans
I’interaction avec la CyPB

Pour tester I’implication éventuelle des groupements NH, de 1’héparine et/ou leur
environnement proche dans les interactions avec la CyPB, nous avons réalisé dans un premier
temps des expériences de compétition de fixation de CyPB sur héparine immobilisée en présence
d’héparine modifiée par le BS® (Bis[sulfosuccinimidyl]subérate) (Figure 7). Le BS® est un
compos¢ bifonctionnel qui bloque les fonctions amines libres de I’héparine. En présence
d’héparine non modifiée a la concentration de 50 pg/ml, on retrouve le résultat obtenu
précédemment, a savoir une inhibition totale de la fixation de la CyPB. En revanche, en présence
d’héparine modifiée par le BS®, une partie de la fixation de la CyPB est restaurée, suggérant que
I’héparine-BS® est un moins bon compétiteur que I’héparine. Par conséquent, le fait de bloquer
les groupements aminés libres de I’héparine diminue sa capacité de compétition.

La biotinylation de I’héparine permet son immobilisation a la surface des cuvettes
activées par la streptavidine. Toutes les expériences précédentes ont été réalisées sur une cuvette
ou la biotine était couplée a I’extrémité réductrice de I’héparine via la sérum albumine bovine.
Pour confirmer I’éventuelle implication du groupement NH, et/ou son environnement dans les
interactions avec la CyPB, nous avons réalisé une nouvelle cuvette ou 1’héparine a été fixée via
la biotinylation de ses groupements aminés libres internes. Sur cette nouvelle cuvette, seul le
FGF-2 se fixe spécifiquement. En effet, a une concentration 30 fois supérieure au FGF-2, la
fixation de la CyPB sur cette cuvette est équivalente a la fixation non spécifique de la CyPB sur
une cuvette streptavidine seule (Figure 8).

L’ensemble de ces résultats indique que la CyPB ne se fixe pas a I’héparine dont
I’environnement des groupements amines libres est inaccessible (Figure 8). Les groupements
aminés de I’héparine sont trés majoritairement substitués. L utilisation de concentrations €levées
en CyPB dans I’expérience d’effet-dose ne serait donc pas liée a une faible affinité de la CyPB

pour I’héparine, mais bien a la rareté de son site de fixation.

III - DISCUSSION

Les expériences de fixation directe sur des cuvettes d’oligosaccharides de taille différente
ou I’utilisation de ces mémes oligosaccharides dans des expériences de compétition de fixation
nous ont permis de montrer que la taille minimale du motif héparinique capable d’interagir avec
la CyPB est un octasaccharide. Ces résultats confirment ceux obtenus préalablement par les

expériences de gel retard en condition non dénaturante.
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Figure 7 : Compétition de fixation de la CyPB sur héparine immobilisée en présence
d'héparine non modifiée ou modifiée par le BS3. Les cinétiques de fixation ont été réalisées
en absence (courbe bleue), ou en présence de 50 ug/ml d'héparine modifiée (courbe verte) ou

non (courbe rouge).
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Figure 8 : Fixation de la CyPB et du FGF-2 sur héparine immobilisée via la biotinylation
de ses groupements aminés internes. La fixation de la CyPB (courbe rouge) et du FGF-2
(courbe bleue) a été analysée sur une cuvette streptavidine sur laquelle I'héparine a été fixée
via la biotinylation de ses groupements aminés internes. Le contréle (courbe verte) correspond
a la fixation non spécifique de la CyPB sur la cuvette streptavidine.
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L’¢étude des caractéristiques structurales du motif reconnu par la CyPB a été étudiée ensuite par
des expériences de compétition de fixation de la CyPB sur héparine en présence d’héparines
modifiées chimiquement. Il est alors apparu que les groupements N-sulfates sont absolus
nécessaires a l’interaction et, dans une moindre mesure, les groupements 2- et 6-O-sulfates.
Mettre en évidence une telle implication des groupements sulfates de I’héparine dans les
interactions avec la CyPB n’est pas surprenant. En effet, toutes les interactions héparine/HBPs
reposent en partie, voire totalement sur des interactions ioniques. Ces interactions ont méme
permis de définir des séquences consensus protéiques composées exclusivement de résidus
d’acides aminés basiques (Cardin & Weintraub, 1989).

Des expériences de compétition entre la CyPB et deux autres HBPs, le FGF-2 et le HGF,
ont montré que la CyPB reconnait un motif de fixation héparinique différent de ces deux
facteurs. En effet, dans nos essais, la CyPB se fixe librement et sans compétition a I’héparine en
présence de FGF-2 ou de HGF. De méme, la fixation d’un des deux facteurs de croissance a
I’héparine avant ou apres addition d’un large exceés de CyPB est la méme, suggérant que la CyPB
requiert la participation d’un groupement supplémentaire qui n’est pas nécessaire a la fixation du
FGF-2 ou du HGF a I’héparine. Les sites de fixation de ces deux facteurs sont connus et sont
composés majoritairement d’unités disaccharidiques [IdoA(2-SO3)-GIcNS-0O3(6-S03)]
(Ashikari et al., 1995 ; Pye et al, 1998). Nous avons alors cherché si un motif particulier de
I’héparine était responsable de la fixation de la CyPB et expliquerait a lui seul les différences de
spécificité de fixation. Les expériences de compétition avec 1’héparine N-acétylée ou modifiée
par le BS® ont suggéré que les groupements NH,, ou leur environnement proche, sont
responsables de la spécificité de fixation de la CyPB. Par conséquent, nous avons réalisé¢ une
nouvelle cuvette ou nous avons fixé I’héparine, non plus par son extrémité réductrice, mais via
ses groupements aminés internes. Aucune fixation de la CyPB n’a été constatée sur cette cuvette.
A Dinverse, la fixation du FGF-2 est conservée. Ces données confirment que les groupements
aminés libres et/ou leur environnement proche sont impliqués dans la spécificité d’interaction
entre la CyPB et ses motifs hépariniques.

Plus de 85 % des glucosamines de 1’héparine sont N-sulfatées (Lyon & Gallagher, 1998).
Par conséquent, la nécessité d’une glucosamine libre explique pourquoi le site de fixation de la
CyPB est rare. En effet, nous avons montré qu’a une concentration 10 fois supérieure au FGF-2,
la CyPB donne une réponse trois fois inférieure. L’implication d’une glucosamine libre dans la
fixation de HBPs est une chose peu commune. La présence de fonctions amines libres dans le
motif héparinique reconnu par une HBP n’a effectivement été décrite que pour la L-sélectine

(Norgard-Sumnicht & Varki, 1995) et pour la glycoprotéine gD de I’enveloppe du HSV (Shukla
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et al., 1999 ; Liu et al., 2002). Toutefois, aucun réle n’a encore été attribué a la présence d’une
fonction NH; dans le motif reconnu par ces deux HBPs. Dans le cas de la CyPB, I'implication
d’un tel groupement pourrait étre directe ou indirecte :

- De fagon directe, la fonction amine libre pourrait interagir avec la séquence '*YFD'® de
la CyPB via la formation de ponts hydrogenes. Cette interaction permettrait de délimiter une
goutticre dans laquelle des motifs d’une taille minimum correspondant a un octasaccharide
pourrait se loger.

- De facon indirecte, 1'absence de substitution de la fonction NH, pourrait favoriser
l'interaction de la CyPB avec un groupement situé dans son environnement proche, comme par
exemple un groupement 3-O-sulfate localisé sur la méme glucosamine. En outre, la fonction
amine pourrait étre plus impliquée encore en constituant un signal de reconnaissance pour une
enzyme capable de brancher un groupement particulier sur I’héparine. Un tel phénomene a été
décrit pour la 3-OST-3A (Liu ef al., 1999), isoforme qui branche un 3-O-sulfate sur [’hydroxyle
du carbone 3 des glucosamines possédant une fonction amine libre. La encore, I’hypothése d’un
role indirect de la fonction amine libre est compatible avec la faible fixation de la CyPB
observée sur les cuvettes héparines, puisqu’une glucosamine possédant un groupement 3-O-
sulfate et une fonction amine non substituée est trés rare dans I’héparine.

En conclusion, qu’elle intervienne directement ou pas, les expériences réalisées en
utilisant le Biocapteur optique de type [Asys nous ont permis de montrer que la présence d’une
fonction amine libre dans le motif de fixation héparinique reconnu par la CyPB est absolument
nécessaire. Ces résultats supportent par ailleurs I’hypothése d’une spécificité de reconnaissance
trés étroite entre les chaines héparanes sulfates et la CyPB. Afin de conclure sur le role de la
fonction amine libre, il est maintenant nécessaire de séquencer le motif héparane sulfate reconnu
par la CyPB et présent sur ses cellules cibles. Toutefois, méme si de plus en plus de méthodes de
séquencage se sont développées ces dernieres années (Turnbull et al., 1999 ; Venkataraman et
al., 1999 ; Vives et al., 1999 ; Shriver et al., 2000 ; Rabenstein, 2002), la détermination fine
d’une structure héparane sulfate reconnaissant une HBP donnée se heurte le plus souvent a la
difficult¢ d’obtenir des oligosaccharides purifiés en qualité et en quantité suffisantes pour leur

analyse structurale.

133

© 2003 Tous droits réserves. http://bibliotheques.univ-lille1.fr/grisemine


http://bibliotheques.univ-lille1.fr/grisemine

Thése de Christophe Vanpouille, Lille 1, 2003

IV - MATERIELS ET METHODES

1. Biotinylation de I’héparine et des oligosaccharides dérivés d’héparine

Les oligosaccharides utilisés (DP4 a DP14) ont été fournis par Iduron (Manchester,
U.K.). Ils ont été préparés par digestion partielle d’héparine de porc par de I’héparinase 1. L’unité
disaccharidique principale de ces oligosaccharides (>75 %) est IdoA,2S-GlcNSOs3,6S.

La biotinylation des oligosaccharides (1mg/ml dans du PBS) a I’extrémité réductrice a été
réalisée par ajout de 5 mM final de biotine-XX-hydrazide (Pierce). Les échantillons sont ensuite
mis sous agitation pendant 2 heures a température ambiante, puis purifiés par deux méthodes
différentes :

- les oligosaccharides dont la taille est supérieure a DP10 sont retenus sur une colonne de
DEAE Séphacel (Pharmacia) équilibrée dans du tampon NaCl 50 mM, Na,POP, 10 mM, pH 7,0.
Apres lavages avec la méme solution pour éliminer 1’exceés de biotine qui n’a pas réagi, les
oligosaccharides fixés sont ¢lués avec 1 ml de NaCl 1,5M.

- les oligosaccharides de DP4 a DP8 sont injectés sur une colonne HPLC échangeuse
d’anion Hypersil (250 mm x 4,6 mm, pore 5 um ; ThermoQuest, Runcorn, Cheshire, U.K.) reli¢e
a un détecteur UV a 232 nm. La colonne est ensuite lavée avec de 1’eau puis avec du NaCl 0,1 M
pour enlever la biotine qui n’a pas réagi. Les oligosaccharides fixés sur la colonne sont ensuite
¢lués par du NaCl. Le succes de la biotinylation des oligosaccharides a été confirmé par dot-blot.

La biotinylation interne de 1’héparine intestinale de porc ou de poumon de beeuf a été
réalisée selon la méthode adaptée de Lee & Conrad (1984). L héparine est incubée avec 3 exces
molaires de sulpho-NHS(LC)- biotine (Pierce) dans une solution de NaCOs (pH 8,6). La réaction
est stoppée par gel filtration dans un tampon 0,1 M NH4HCO; pour éviter 1’aggrégation de la
biotine non conjuguée a faible pH. L’héparine-BSA-biotine utilisée est commercialisée par

Sigma.

2. Réalisation des cuvettes
Les surfaces de détection constituent un point crucial qui permet 1’étude de la fixation
d’un large spectre de ligands. Elles permettent la détection de petites molécules comme des
protéines, des acides nucléiques, des sucres ou encore des structures biologiques comme des
membranes ou des bactériophages (Lowe et al,, 1998). Les surfaces disponibles incluent des
dextrans carboxyméthylés ou des surfaces planes dérivées avec des groupements aminés,

carboxylates ou biotinylés.
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Le systtme de capture biotine-streptavidine est une méthode privilégiée pour
I’immobilisation de ligands tels que les protéoglycannes ou les dérivés polysaccharidiques
(Figure 9). Il évite d’une part les problemes de pénétration de ces ligands dans les gels de
dextran carboxyméthylés. D’autre part, ce systeme favorise ’orientation des protéoglycannes et
des polysaccharides biotinylés, ce qui optimise la fixation du ligand (Fernig, 2001).

La streptavidine est couplée aux groupements aminés des cuvettes selon le protocole
fourni par le constructeur (Affinity Sensors). Dans un premier temps, la surface aminosilane des
cuvettes neuves est lavée par HCl 20 mM, puis équilibrée dans du tampon phosphate de sodium
10 mM, pH 7,7. Les groupements aminés sont ensuite activés par du BS® (ImM dans du tampon
phosphate). Le BS® est un composé bifonctionnel qui permet la liaison entre les groupements
aminosilanes de la cuvette et les groupements aminés de la streptavidine. Apres ringage, 50 ug
de streptavidine sont ajoutés. L immobilisation est réalisée pendant 30 a 40 minutes et estimée
par mesure du bulk shift, qui doit avoir une amplitude d’environ 1000 ArcS. Les groupements
BS® qui n’ont pas réagi sont bloqués par une solution de Tris 3 M, pH 8. La cuvette est ensuite
rincée plusieurs fois avec du tampon phosphate_puis avec du PBS Tween 0,02 % (PBST).

L’héparine biotinylée sur ses groupements aminés est immobilisée comme décrit par
Kinsella et al. (1998). Un deuxiéme type de cuvette d’héparine immobilisée est réalisé en
ajoutant 2 pg d’héparine-BSA-biotine. Finalement, les cuvettes contenant les oligosaccharides de
DP différents sont préparées selon la méthode décrite par Delehedde et al. (2002b). L’ intégrité
de la cuvette a été testée en visualisant le scan de résonance lors de la phase d’association de la
réaction de fixation d’un ligand (FGF-2). Cette méthode permet de vérifier que le ligand est
distribu¢ de facon uniforme a la surface de la cuvette et, par conséquent qu’il n’y a pas eu de

micro-aggrégation.

3. Mesure des cinétiques de fixation

Les mesures ont été réalisées sur I’appareil robotisé [Asis Auto+. Un essai de fixation est
réalisé par addition de 5 pl d’une solution de CyPB a une concentration donnée dans une cuvette
contenant 45 ul de PBST. La réaction de fixation est alors suivie pendant 210 secondes. La
cuvette est ensuite lavée trois fois avec 50 pul de PBST puis régénérée par deux lavages avec un
tampon NaCl 2 M/Na,HPO, 10 mM, pH 7,2. Une simple expérience permet d'obtenir quatre
parametres de fixation : le Slope of initial rate de 1’association, la constante d’association kg et
I’extent de fixation, tous calculés a partir de la phase d’association, et la constante de

dissociation, calculée a partir de la phase de dissociation.
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Figure 9 : Protocole d'immobilisation de I'héparine-BSA-biotine sur cuvette aminosilane
activée par la streptavidine. 1. Addition de BS?® - 2. Tampon Na,HPO, 10 mM pH 7.7 - 3.
Streptavidine (50 pg) - 4. Tris 3 M; pH 8 - 5. Addition d'héparine-BSA-biotine (2 ug) - 6. PBS
Tween 0.02 % (w:v) (PBST)-7.PBST (25 pl) - 8. CyPB 5 yl a 50 yg/ml-9. NaCl2 M
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4. Analyse des parametres de fixation
Les parametres de fixation ont été calculés grace aux phases d’association des réactions
de fixation en utilisant le logiciel adapté FastFit (Affinity Sensors) fourni avec l'appareil. La
fixation maximale (Bmax) ainsi que la constante de dissociation a I’équilibre (Kd) ont été

calculées grace au graphe extent en fonction de la concentration en CyPB.

5. Expériences de compétition de fixation

Les expériences de compétition avec les différents oligosaccharides ou les héparines
modifiées ont ét¢ réalisées sur la surface aminosilane dérivée avec de I’héparine biotinylée via de
la BSA. Les DP2 a DP18 ont été fournis par Iduron (Manchester, U.K.) et les héparines
modifi¢es (N-désulfatée, N-désulfatée-réacétylée, N-acétylée, 2-O-désulfatée et 6-O-désulfatée)
par le Dr. M. Lyon (University of Manchester, U.K.). L héparine modifiée par le BS® a été
obtenue par incubation avec le composé bifonctionnel pendant 4 heures puis la réaction a été
bloquée avec du TRIS 3M. La cuvette a été équilibrée dans 40 pl de PBST puis 5 pl d’une
solution diluée d’oligosaccharides ou d’héparines modifiées sont ajoutés dans la cuvette suivi de
I’ajout de 5 pul de CyPB a 50 pg/ml pour initier la fixation. La réaction de fixation a lieu pendant
5 minutes. La cuvette est lavée 3 fois avec 50 pl de PBST puis est régénérée avec du NaCl 2 M.
Les solutions sont stockées a 4°C dans un compartiment de 1’appareil pour toute la durée de
I’expérience. La capacité de fixation de I’héparine immobilisée a la surface de la cuvette reste
identique lors de toute la durée de I’expérience puisqu’aucun changement de fixation de la CyPB
n’a été détecté en absence de compétiteurs au début et a la fin de I’expérience. L’extent de la
fixation a été calculé en associant la courbe d’association au modele un site et en utilisant le
logiciel FastFit. Les résultats ont ensuite été présentés en pourcentage de fixation maximale en

fonction de la concentration en oligosaccharides ou en héparines modifiées.
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Depuis la découverte de la CyPA comme récepteur cytosolique de la CsA
(Handschumacher et al., 1984), les études sur les cyclophilines ont pris un essor considérable.
Ces travaux ont non seulement permis de mieux comprendre les mécanismes moléculaires
impliqués dans l'activité immunosuppressive de la CsA (Schreiber, 1991 ; Galat, 1999), mais ils
ont ¢galement permis de mettre en évidence l'implication des cyclophilines dans de nombreux
processus biologiques (Galat, 1999 ; Bukrinsky, 2002). Bien que ces protéines soient capables de
catalyser in vitro I’isomérisation cis-trans de la liaison Xaa-Pro, leur rdle dans la mise en
conformation des protéines n’a pas clairement ét¢ démontré in vivo (Fischer et al., 1998).

Chez I’Homme, seules les CyPA et CyPB ont été caractérisées dans les liquides
biologiques (Allain et al., 1995 ; Jin et al., 2000 ; Liao et al., 2000). La CyPA a une activité
chimiotactile pour les granulocytes et les monocytes (Sherry et al., 1992 ; Xu et al., 1992) et
induit la génération de flux calciques dans les lymphocytes (Sherry et al., 1998). De plus,
'expression et la sécrétion de la CyPA sont augmentées en réponse a des stimuli inflammatoires
(Gonzalez-Cuadrado et al., 1996 ; Jin et al., 2000 ; Liao et al., 2000). D’abord décrite comme
une protéine résidente du réticulum endoplasmique, la CyPB a, quant a elle, été caractérisée dans
les milieux de sécrétion tels que le lait et le plasma (Spik et al., 1991 ; Allain et al., 1995). En se
basant sur la démonstration que les cyclophilines sécrétées induisent des réponses cellulaires in
vitro, Bukrinsky (2002) a défini ces protéines comme des médiateurs inattendus dans la
communication intercellulaire.

Récemment, le CD147 a été identifi¢é comme une molécule de signalisation essentielle a
I’activité des cyclophilines extracellulaires (Yurchenko et al., 2001 ; Yurchenko et al., 2002). En
analysant les réponses induites par la CyPB chez les lymphocytes T et les HL-60/neutrophiles,
nous avons montré que les activités communes des CyPA et CyPB sont dépendantes de la
fixation sur un méme récepteur, et confirmé I’implication du CD147 dans I’activité pro-adhésive
de la CyPB. Par ailleurs, des expériences de désensibilisation ont suggéré que le CD147 serait
une sous-unité du récepteur des cyclophilines, qui interviendrait dans la transduction de signaux
induits par la fixation de ces facteurs. Ce modele pourrait expliquer les activités communes des
deux cyclophilines malgré les différences d’affinité pour le méme récepteur. En effet, la CyPA
est moins efficace que la CyPB pour induire un flux calcique et une réponse chimiotactile. De
plus, ni la CyPA, ni le mutant CyPBkgk. ne sont capables d’induire 1’adhésion a la matrice
extracellulaire. Ces données suggérent que la fixation sur le récepteur de type I et I’activation des
voies couplées au CD147 sont nécessaires pour induire des signaux intracellulaires mais
insuffisantes pour obtenir une réponse telle que 1’adhésion cellulaire par activation des

intégrines. La différence majeure entre les deux cyclophilines est la présence dans la CyPB d'un
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peptide N-terminal spécifique, capable de créer des interactions fortes avec des chaines
héparanes sulfates (sites de type II). Par conséquent, ces interactions semblent étre a la base de la
spécificité d'action de la CyPB. Les HSPG pourraient intervenir dans les réponses cellulaires
induites par la CyPB, (i) en créant des interactions spécifiques par l'intermédiaire de leurs
chaines glycosidiques, (ii) en participant dans les effets induits par la fixation de la CyPB sur ces
cellules cibles, soit en qualité de molécules présentatrices, soit en intervenant directement dans la
génération de signaux intracellulaires.

Afin de déterminer la nature et I’implication des HSPG dans ’activité pro-adhésive de la
CyPB, nous avons utilisé la lignée pro-myélocytaire HL-60. Les propriétés des sites de fixation
présents a la surface des HL-60 différenciées en neutrophiles sont équivalentes a celles des
lymphocytes T, faisant de ces cellules un modele de choix pour étudier la régulation
d’expression des sites de type II. Pour mieux appréhender le réle des HSPG dans l'activité de la
CyPB, nous avons d’abord déterminé la nature des protéoglycannes exprimés a la surface des
cellules sensibles a la CyPB. Ces travaux ont été réalisés par des analyses en RT-PCR, qui ont
permis de suivre l'apparition des transcrits codant pour les différents cores protéiques et, par
cytofluorimétrie en flux.

Ainsi, nous avons montré que la différenciation des cellules HL-60, cellules insensibles a
la CyPB, en HL-60/neutrophiles, s’accompagne de la surexpression des syndécan-1 et -2. Ce
phénomeéne est concomitant a ’apparition des sites de fixation de type II et a 1’augmentation
d’adhésion des cellules sur la fibronectine, suggérant que les syndécan-1 et -2 interviennent dans
I’activité pro-adhésive de la CyPB. Concernant les lymphocytes T du sang, nos résultats
suggerent que la participation moindre du syndécan-1 soit liée a la plus faible expression de cet
HSPG sur les lymphocytes T.

L’addition d’héparine aprés digestion des héparanes sulfates membranaires par
I’héparinase I ne restaure ni I’adhésion des lymphocytes T, ni celle des HL-60/neutrophiles. Ces
données suggérent que les syndécan-1 et -2 agissent comme des co-récepteurs pour la CyPB en
fixant le ligand sur leurs chaines héparanes sulfates mais surtout en favorisant 1’émergence de
signaux intracellulaires via leur partie cytoplasmique. La description du role des syndécans en
tant que co-récepteurs de facteurs biologiques extracellulaires n’est pas nouvelle et a été
démontré pour chaque membre de cette famille de HSPG (Kinnunen et al., 1998a ; Modrowski
et al., 2000 ; Simons & Horowitz, 2001 ; Derksen et al., 2002). En effet, tous les syndécans
possédent un motif cytoplasmique conservé capable de fixer des molécules de signalisation et du
cytosquelette (Rapraeger, 2000 ; Woods & Couchman, 2001). La CyPB serait donc un nouvel

exemple de facteur pour qui les syndécans seraient a la fois impliqués dans la fixation spécifique
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et la modulation de ses réponses cellulaires. Des expériences complémentaires d’invalidation
d’expression, applicables au modéle HL-60, devraient par ailleurs permettre de confirmer le rdle
de ces deux HSPG dans I’activité pro-adhésive de la CyPB. Ce mod¢le permettra également
I’étude des signaux intracellulaires associés a la fixation de la CyPB sur son récepteur d’une part,
et sur les sites de type Il d’autre part. Ceci devrait permettre d'€lucider la participation active des
HSPG dans l'activité pro-adhésive de ce facteur.

Nous avons démontré que les cellules HL-60 non différenciées possedent le site de type I
et les syndécan-1 et -2 sans toutefois étre capables d’adhérer a la fibronectine. En outre, les
cellules HL-60 non différenciées ou différenciées en éosinophiles n’expriment pas les motifs
héparanes sulfates reconnus par la CyPB. La différenciation en HL-60/neutrophiles conduit donc
a ’apparition de motifs héparanes sulfates spécifiquement impliqués dans la fixation de la CyPB.
L’apparition de ces motifs est la résultante d’une régulation fine des enzymes de biosynthése des
chaines héparanes sulfates. Dans ce contexte, le modéle HL-60 semble également adapté a la
détermination des caractéristiques structurales des motifs héparanes sulfates reconnus par la
CyPB, ainsi qu'a ’analyse de la régulation de la machinerie enzymatique responsable de
I’apparition de ces motifs sur les cellules cibles. Ces données permettront de mieux comprendre
la régulation de I’activité de la CyPB puisque c’est I’état de la machinerie de biosynthése des
héparanes sulfates qui régule la réponse des cellules a des ligands extracellulaires bien définis
(Park et al., 2000).

Les protéoglycannes sont sujets a de nombreuses modifications structurales au cours de
l'activation des cellules et peuvent n'apparaitre que pendant une phase bien précise de
I'inflammation. L'identification des motifs GAGs reconnus par une protéine inflammatoire,
comme la CyPB, est un enjeu important car elle peut aider a la compréhension de la spécificité
de fixation de ce facteur sur ses cellules cibles. C’est pourquoi, la seconde partie de mes travaux
de thése a consisté a caractériser par une approche plus structurale, le motif glycannique reconnu
par la CyPB. Les structures détaillées des héparanes sulfates interagissant avec une HBP donnée
n’ont été identifiées que dans de trés rares cas (Capila & Linhardt, 2002). Le premier exemple de
l'identification précise d’un motif héparinique est la découverte de la séquence d’interaction avec
I’antithrombine III, ou la caractéristique la plus marquante est la présence d’un groupement 3-O-
sulfate porté par une glucosamine N- et 6-O-sulfatée (Lindahl ef al., 1980 ; Casu ef al., 1981 ; Jin
et al., 1997 ; Lindahl et al., 1998 ; Petitou et al., 2003).

Une des difficultés majeures dans 1'étude des interactions HBP/héparanes sulfates est li¢e
a la faible expression des protéoglycannes présents sur les cellules cibles. Des travaux antérieurs

réalisés dans notre Laboratoire ont montré que 1’héparine et les sites de types II présents sur les
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lymphocytes T posseédent les mémes capacités d’interaction avec la CyPB (Denys et al., 1998Db).
Par ailleurs, il est bien établi que la structure de 1’héparine est similaire aux régions fortement
sulfatées des héparanes sulfates (Capila & Linhardt, 2002 ; Rabenstein, 2002). Par conséquent, et
pour des raisons de disponibilit¢é commerciale, nous avons utilisé I’héparine dans les études
structurales du motif reconnu par la CyPB. Deux méthodes distinctes ont été utilisées pour
analyser les interactions entre la CyPB et son motif héparinique. Nous avons utilisé d’une part
une méthode de retard sur gel en condition non dénaturante qui permet de visualiser les
complexes entre la CyPB et un oligosaccharide donné. D’autre part, nous avons utilisé une
méthode physique basée sur 1’utilisation des biocapteurs optiques de type [Asys, ce qui a fait
I’objet d’une collaboration avec le Laboratoire du Dr. D. Fernig (Université de Liverpool, U.K).

L’utilisation de ces deux méthodes nous a permis de montrer que la taille minimale
permettant une interaction spécifique avec la CyPB est un octasaccharide. En revanche, aucun
complexe n’a été visualisé entre ces mémes octasaccharides et les deux mutants CyPBgkxk. et
CyPBayrp, confirmant I’implication des deux séquences SKKK et "YFD' dans la fixation aux
motifs hépariniques. Par modélisation moléculaire, nous avons méme constaté que ces deux
séquences délimitaient en fait une goutticre capable d’accueillir un octasaccharide.

Nous avons ensuite utilisé la technologie du biocapteur pour définir plus spécifiquement
I’implication de certains groupements dans les interactions avec la CyPB. L’utilisation
d’héparines N-, 2-O- ou 6-O-désulfatées a permis de confirmer I’importance des charges
apportées par les sulfates dans les interactions de type HBP/héparine. En revanche et de fagon
plus surprenante, nous avons mis en évidence 1’implication des fonctions amines non substituées
et/ou de leur environnement proche. A ce jour, seules la L-sélectine et la protéine gD de
I’enveloppe du virus HSV ont été décrites comme interagissant avec un motif héparinique qui
posséde entre autres une fonction NH; libre (Norgard-Sumnicht & Varki, 1995 ; Shukla et al.,
1999 ; Liu et al., 2002). Toutefois, I’absolue nécessité de cette fonction amine dans 1’interaction
avec ces deux HBPs n’a pas clairement ¢été établie. Dans le cas de la CyPB, la nécessit¢ d’une
glucosamine libre est en accord avec les faibles signaux observés malgré I’utilisation de
concentrations plus élevées que celles utilisées pour d’autres facteurs comme le FGF-2 ou
I’HGF. Ces faibles réponses seraient directement liées a la rareté des fonctions amines libres
dans les chaines d’héparine. En effet, le pourcentage de fonction amine libre varie de 0,7 a 4 %
selon la provenance des chaines héparine/héparanes sulfates (Westling & Lindahl, 2002). En
conclusion, la séquence héparane sulfate capable de fixer la CyPB porte au minimum des
groupements 2, 6 et N-sulfate ainsi qu'une glucosamine libre. La position et le nombre de ces

groupements reste toutefois a déterminer.

141

© 2003 Tous droits réserves. http://bibliotheques.univ-lille1.fr/grisemine


http://bibliotheques.univ-lille1.fr/grisemine

Thése de Christophe Vanpouille, Lille 1, 2003

La caractérisation des interactions fines entre la CyPB et ses motifs héparanes sulfates
pourrait conduire a 1’¢élaboration de nouvelles thérapies biologiques reposant sur l'utilisation
d'analogues glycanniques comme cela a déja été décrit pour I’antithrombine III (Petitou et al.,
1999). Des dérivés de 1'héparine, sans pouvoir anti-coagulant, et copiant les motifs héparanes
sulfates reconnus par la CyPB, pourraient servir d'antagonistes de fixation sur les
protéoglycannes et priver ainsi les cellules d'une partie de leurs voies d'activation. Ces glycannes
antagonistes pourraient avoir des applications dans diverses pathologies ou la concentration en
CyPB est augmentée et dans des cas d’infection par le HIV-1 (Sherry et al., 1992 ; Gonzalez-
Cuadrado et al., 1996 ; Tegeder et al., 1997 ; Endrich & Gehring, 1998 ; Jin et al., 2000). De
facon plus générale, c’est la compréhension de I’ensemble des mécanismes liés a I’activité de la
CyPB qui pourrait étre a la base de nouvelles approches thérapeutiques pour bloquer 1’entrée du
virus HIV-1. En effet, nos résultats ont établi que le CD147 et les syndécans sont des molécules
de co-activation du récepteur fonctionnel de la CyPB. Or ces composés ont ¢galement été décrits
comme des cibles potentielles d’interaction avec le virus HIV-1. Ainsi, I’implication du CD147
et des syndécans dans le complexe récepteur de la CyPB sous-entend que cette protéine jouerait
un rdle clé dans la pathogenése liée au HIV-1. En détournant les fonctions premicres de ce
récepteur, le virus pourrait faciliter sa fixation et son entrée dans les cellules cibles. Par
conséquent, la compréhension des mécanismes liés a I’activité de la CyPB permettrait de mieux
appréhender le role exact des syndécans et du CD147 dans D’infection du HIV-1, et de

développer de nouvelles stratégies pour bloquer I’entrée du virus.
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