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Laminines et collagénes |

COLLAGENES ET LAMININES: QUELS MESSAGES
POUR QUELLES CELLULES?

Patricia ROUSSELLE" Robert GARRONE"?

"Institut de Biologie et Chimie des Protéines, CNRS UPR 412, 2Université Claude
Bernard,
7, Passage du Vercors, 69367 Lyon Cedex 07, France

INTRODUCTION

L'environnement naturel des cellules animales est constitué par un
ensemble de protéines, organisées pour former une matrice extracellulaire. Si l'on
excepte les cellules circulantes des vaisseaux sanguins et lymphatiques, cette
notion est valable pour tous les tissus des animaux pluricellulaires, des plus
primitifs aux Vertébrés supérieurs et notamment & I'Homme. Cette constance
suggére des fonctions qui dépassent des aspects purement architecturaux et qui
relevent de processus informatifs. Et, de fait, de nombreux travaux ont établi que la
matrice extracellulaire est nécessaire a la différenciation cellulaire, et capable de
moduler sa stabilité, au cours du développement embryonnaire mais eégalement
lors des événements divers qui rythment la physiologie d'un organisme (Trelstad,
1984). L'importance de la matrice extracellulaire est clairement reconnue lors des
processus pathologiques comme l'invasion métastasique ou lors de la maturation
de précurseurs de cellules sanguines, dans la moélle osseuse ou dans les
ganglions lymphatiques (Adany, 1995, Marsh et Goode, 1995 Stetler-Stevenson et
al., 1993). '

La plupart des protéines de la matrice extracellulaire sont représentées par
plusieurs variétés, issues de génes différents et d'une combinatoire complexe

lorsqu'il s'agit de protéines hétéromultimériques. Des mécanismes d'épissages
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alternatif des pré-messagers, ou l'utilisation de promoteurs géniques différents,
viennent encore élargir cette gamme d'isoformes. Parmi ces ensembles, les
collagénes et les laminines sont certainement les plus ubiquistes. ils sont présents
pratiquement depuis de début de I'évolution des pluricellulaires; ils apparaissent au
cours des tout premiers stades du développement, et ils sont ensuite constamment
exprimés en abondance. Ces deux familles de protéines interagissent entre elles
au niveau des membranes basales et elles interagissent avec les cellules via des
- récepteurs membranaires dont certains sont bien caractérisés. Les voies de
transduction des signaux comportent encore en revanche de larges zones d'ombre.
La présente revue a précisément pour but de faire un point des acquis et de

quelques interrogations qui subsistent.

les laminines: des protéines a la croisée des différenciations

Les laminines, glycoprotéines principalement localisées dans les membranes
basales représentent une famille de moiécules dont les propriétés biologiques et
structurales ont suscité un intérét grandissant ces derniéres années. Identifiees au
départ comme étant des constituants structuraux, il est clair aujourd'hui que les
laminines entretiennent avec les cellules des relations étroites et leur transmettent des
informations morphogénétiques importantes (Beck et al.,1990; Timpl et Brown, 1994).
Elles peuvent dans certains tissus, interagir avec des composants membranaires tels
que te dystrogiycan (Henry and Campbell, 1996) pour permettre I'ancrage des cellules
et, dans d’autres cas, jouer un rdle dans la signalisation cellulaire par l'intermédiaire
de recepteurs de la famille des intégrines régulant ainsi la prolifération, la mobilité et la
différenciation des cellules avec lesquelles elles entrent en contact (Clark and Brugge,
1995; Yamada and Miyamoto, 1995).

Structure et organisation des laminines
Les

laminines sont composées de 3 chaines polypeptidiques génétiquement distinctes o, B

et y reliées par des ponts disulfures [Timpl et Brown,1994; Tryggvason,1993; Burgeson.
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et al.,1994] (figure 1). La structure primaire de 5 chaines o (ul, 2, o3, a4, o5), de 3
chaines B (B1, B2, B3) et de 2 chaines v (1, Y2} a été identifiee par séquencage des
ADNg, et la caractérisation de 11 isoformes a été déterminée au niveau protéique
(laminine 1 & 11) (table 1). Toutes les membranes basales expriment au moins une
isoforme de laminine, certaines pouvant en comporter deux ou trois différentes.
L'expression et l'assemblage des différentes sous-unités varient de fagon spatio-
temporelle ce qui laisse présumer de roles biologiques et structuraux spécifiques a
chaque isoforme. Certaines isoformes apparaissent trés tot au cours de
'embryogénése et sont les marqueurs d'une matrice extracellulaire donnée alors que

d'autres apparaitront plus tard et de manigre tissu-spécifique. D'une maniere générale,

l'expression de la sous unité a5 est la plus largement répandue alors que celle de la

sous unité ol est la plus restreinte (Miner et al., 1997). La sous unité o2 est

particuliérememnt abondante dans les tissus d'origine mésodermique (muscle

cardique et squelettique), et la sous unité a4 au niveau des cellules endothéliales et
mésenchymateuses. La sous-unité o3, tout comme P3 et y2, est concentrée dans les
membranes basales épithéliales. Les sous-unités Bl et B2 ont souvent une expression
mutuellement exclusive et la chalne vi est présente dans toutes les membranes

basales.

La
structure des laminines a pu étre déterminée grace a l'observation des molécules en
microscopie électronique aprés ombrage tournant. C'est la laminine 1, initialement
extraite de la tumeur EHS, qui a été la premiére laminine décrite sous la forme d'une
croix asymétrique constituée de trois bras courts porteurs de domaines globulaires
reliés par des segments linéaires, et d'un bras long (figure 2). Certaines laminines, de
découverte plus récente, ne présentent pas la totalité des bras courts car elles
comportent des sous-unités dites "tronquées” au niveau des extrémités N-terminales
(a3, 04, P3 et 12) (figure 1). Les séquences peptidiques complétes des chaines ont
permis de distinguer des domaines distincts dans les sous unités et de prédire leur
organisation. Alors que les cing sous unités o présentent des divergences assez
importantes au niveau des séquences et probablement aussi des fonctions, les degrés

d'homologie existant entre les sous unites B et y restent élevés. D'une maniére
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générale, la structure de base de chaque sous unité est conservée (figure 1). Les
parties amino-terminales formant les bras courts comportent des séquences pauvres
en cystéines (domaines 1V et VI) repliées en domaines globulaires et reliées entre elles
par des répétitions riches en cystéines agencées en batonnets (domaines il et V). Ces
derniéres sont composées d'un motif de 50 acides aminés présentant une homologie

avec le facteur de croissance épidermique (domaines type EGF). Les domaines
carboxy-terminaux | et |l des trois chaines o, f et y s'assemblent en une hélice c super

enroulée formant le bras long (Paulsson et al., 1985; Sasaki et al.,, 1988). Les acides

aminés impliqués dans cette structure sont organisés en sequences repétées et

caractéristiques de 7 acides aminés (Sasaki et al., 1988). La chaine o, plus longue que

les chaines B et v, comporte & son extrémité C-terminale un domaine constitué de 5

répétitions de résidus basiques G1 a G5, apparaissant en microscopie électronique
comme 5 petits globules (Beck et al., 1990). Les domaines G4 et G5 sont impliqués
dans la liaison a I'héparine. Les ségquences de la laminine montrent l'existence de
nomEreux sites petentiels de glycosylation, surtout dans les domainas | et Il de la
chaine c.

L'intégration des laminines au sein des membranes basales est assurée par des
interactions moléculaires précises. Le réseau moléculaire de base des membranes
basales est constitué par 'assemblage des molécules de collagene [V, assurant la
stabilité mécanique. Un second réseau formé par les molécules de laminine, est
probablement plus dynamique car résulte de liaisons non covalentes. En effet, en
présence de calcium, les laminines ont la propriété de s'assembler en polymeéres de
taille importante (Yurchenco et al., 1985; Paulsson et al., 1988). Le domaine VI de
chacune des trois sous unités étant nécessaire a l'auto-assemblage, seules les
laminines 1, 2, 3, 4, 10 et 11 présenterons cette propriété (Chen et al, 1997). Les
laminines ou polymeéres de laminines sont ancrés sur la charpente de collagene |V par
lintermédiaire du nidogéne dont le role est de stabiliser, en coopération avec d'autres

composants, les assemblages moléculaires (Fox et al., 1991). Le site de laison du
nidogéne étant situé sur la chaine y1 (Mayer et al, 1993), toutes les laminines
s'intégrent dans ce patron d'assemblage a I'exception de la laminine 5 qui, de part sa
structure unique (table 1), présente une organisation supramoléculaire différente

(Mayer et al., 1995; Champliaud et al., 1996; Rousselle et al., 1997).
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Cette organisation de base est retrouvée dans toutes les membranes basales et
malgré le nombre restreint de familles de macromolecules représentées, une tres
grande complexité est toutefois formulée par I'expression des molécules sous

différentes isoformes.

Laminines et pathologies

Le concept de spécificité tissulaire des laminines est étayé par des données
récentes montant que des mutations génétiques dans I'une des chaines sont associés
a des phénotypes distincts (tableau 2), La premiere anomalie génétique impliquant
une laminine, a été associée & un groupe de pathologies héréditaires au cours
desquelles une anomalie de synthése ou de fonction de la laminine 5 était rapportée.

La laminine 5 (a3B3y2), spécifique des membranes basales sous jacentes aux

épithélia squameux et aux muqueuses (Rousselle et al., 1991), induit 'attachement
solide et stable des cellules épithéliales basales par le biais de récepteurs de la famille

des intégrines. Des mutations survenant au niveau des génes codant pour la chaine
a3 (LAMA3), la chaine B3 (LAMB3) ou la chaine v2 (LAMC2) s'accompagnent d'un
phénotype d'épidermolyse buleuse jonctionnelle (Vidal et al., 1995; Vailly et al., 1995;

Aberdam et al, 1994), désordre génétique caractérisé par une anomalie de
ladhérence des cellules épithéliales conduisant & une éruption généralisée de bulles
cutandes, accompagnée d’une atteinte des muqueuses laryngées, digestives et
respiratoires. La laminine 5 est la seule laminine pour laquelle chacune des 3 chaines
constitutives peut jouer un rdle dans I'apparition d'un méme phénotype.

Par ailleurs, la démonstration de I'expression spécifique du géne LAMAZ dans le
muscle laissait présager de limpliquation de la sous-unité o2 dans des maladies
génétiques musculaires. En effet, on sait maintenant que des mutations de la chaine

a2 (laminines 2 et 4), s'accompagnent d'un phénotype de dystrophie musculaire

(Helbing-Leclerc et al., 1995). Cette anomalie a pu etre étudiée grace au modele
animal des souris dy/dy qui présentent un phénotype de dystrophie musculaire
classique consécutif & une mutation sur le géne LAMAZ2 et caractérisé par des
anomalies sévéres des membranes basales des muscles stries et des nerfs

périphériques (Xu et al., 1994). Par ailleurs, des expériences d'extinction du géne

codant pour la chaine B2 {lamb2) chez la souris, ont permit de renforcer les hypothéses'
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suggérant le rdle fondamental de la laminine 3 (aif2yi) au niveau des membranes
basales de la jonction neuromusculaire (Hunter et al., 1989) et du glomérule rénal
(Miner et Sanes, 1994). En effet, 'absence d'expression de la sous unité B2 entraine,

chez les souris, l'apparition de malformations des synapses a la jonction
neuromusculaire (Noakes et al., 1995a) et d'anomalies présumées de la membrane
basale glomérulaire manifestées par un syndrome néphrotique (Noakes et al.,1995b).
Ces altérations conduisent a la létalité 2 semaines aprés la naissance. Le phénotype
rénal observé chez la souris déficiente est comparable & celui décrit au cours d'une
pathologie humaine survenant de maniere prédominante chez les enfants et

accompagnée d'un syndrome néphrotique idiopathique d'éticlogie encore inconnue
mais vraisemblablement lié & une anomalie de la sous unité 2.

Il est probable que d'autres pathologies liées a des anomalies des laminines
seront décrites. De telles maladies impliqueront sans doutes des génes codant pour
des sous unités de laminines a spécificité restreintes. En effet des mutations sur les
génes LAMB1 et LAMC1, dont I'expression est quasi-ubiquitaire. sont probablement

léthales.

L'interactions des cellules avec les laminines : les intégrines

On sait maintenant que les laminines jouent un réle important dans le contréle du
comportement cellulaire. Des interactions spécifiques se font par lintermédiaire de
récepteurs cellulaires, principalement de la famille des intégrines. Elles entrainent des
effets prononcés sur l'adhésion, la migration, la différenciation et la prolifération
cellulaire et peuvent modifier le métabolisme celiulaire pér différentes voies de
signalisation. Ces interactions sont primordiales au cours de l'embryogénése et du
développement ainsi qu'au maintien de l'intégrité des tissus au cours de la vie adulte.
Elles sont également impliquées dans les mécanismes de régénération tissulaire et de
cicatrisation mais aussi dans l'expression des propriétés invasives et métastatiques
des cellules cancereuses.

Les intégrines sont des hétérodiméres membranaires composés de deux chaines

distinctes o et B (Hynes, 1992). La famille des integrines comprend 8 sous-familles
caractérisées par leur sous-unité B unique pouvant s'associer a une ou plusieurs sous-

unités o. On compte aujourd’hui 14 sous-unités o génétiquement différentes, une
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sous-unité o pouvant étre associée a différentes sous-unités § (pour revue Aumailley
et al.,, 1996). La famille B1, les intégrines aVP3 et a6f4 regroupent la plupart des
récepteurs pour les laminines.

Les interactions cellulaires des laminines ont été étudiées de maniére tres
poussée sur la laminine 1 murine, extraite de la tumeur EHS, et se font par
lintermédiaire de plusieurs sites (Figure 2). Ces sites ont éteé caractérisés apres
digestion enzymatique de la protéine et sont maintenant produits sous forme
recombinante. Le site majeur d'adhésion cellulaire est situé sur l'extrémité du bras
long et correspond au fragment E8 qui a été isolé aprés action de l'élastase (Aumailley
et al., 1987). Ce domaine induit I'adhésion d'un grand nombre de cellules neuronales
ou non (Goodman et al., 1987; Dillner et al., 1988), la différenciation et la pousse des
dendrites sur les neurones (Edgar et al, 1984) , la locomotion des myoblastes
(Goodman et al., 1989) et la polarisation des cellules épithéliales (Klein et al., 1988).
Ce fragment est le ligand de l'intégrine a6B! (Sonnenberg et al,, 1988b; Aumailley et
al., 1890b). L'induction de ces activités biologiques par la laminine est dépendante de

la conformation en triple hélice (Deutzmann et al., 1990). L'intégrine a7B1l peut-éire
une alternative & 681 dans le cas des myoblastes et des mélanocytes (von der Mark

et al, 1991: Echtermeyer et al., 1996). L'intégrine o6P4 est egalement impliquée

comme récepteur dans le cas de certaines cellules carcinomateuses coligues (Lee et
al., 1992; Niessen et al., 1994).
Un autre site d'adhésion cellulaire localisé sur le fragment E1X (figure 2) est

reconnu par les intégrines a.1B1 et «2B1 (Languino et al., 1989; Kramer et al., 1990) et
a été attribué au domaine VI de l'extrémité N-terminale de la chaine ol (Pfaff et al.,

1994) et de la chaine o2 (Colognato et al., 1997). Un autre site d'adhésion est situé sur
le fragment appelé P1 qui correspondant au centre de la croix (Aumailley et al., 1987).
Il induit I'adhésion et la prolifération cellulaire. Ce fragment peut étre obtenu par
digestion pepsique, et , in vitro, son pouvoir dinduction de l'adhésion cellulaire ne
s'observe qu'aprés dégradation protéolytique de la molécule,. indiquant ainsi que le
site d'interaction est cryptique dans la molécule intacte (Nurcombe et al., 1989). Cette

activité a pu étre localisée a une séquence RGD du domaine llib de la chaine ol

(Aumailley et al., 1990a) reconnue par avf3. Ce motif RGD n'est pas conservé dans la



Laminines et collagénes 3

sous-unité o1 humaine qui en présente un autre dans la partie C-terminale. Ce dernier
ne semble pas é&tre reconnu par les intégrines RGD dépendantes. Un site d'adhésion
mineur (fragment E3) a été localisé sur le globule carboxy-terminal de la chaine o

(Sonnenberg et al., 1990b; Sorokin et al., 1992), capable par ailleurs de fixer
I'héparine.
En ce qui concerne les autres laminines et compte tenu des études effectuées a

ce jour, on sait que l'intégrine a6P1 est aussi capable de se lier aux laminines 2, 4 et

5. La laminine 5 est en plus la cible des intégrines 3Bl et a6B4 par l'intermédaire

desquelles elle est le substrat préférentiel des kératinocytes humains normaux et de
nombreuses cellules d'origine épithéliale (Carter et al., 1991; Delwel et al., 1994,
Rousselle et Aumailley, 1994; Niessen et al., 1994) . Si I'on sait que le site d'adhésion
cellulaire est situé & l'extrémité carboxy-terminale de la molécule et quil est

conformationnel (Rousselle et al., 1995), on ne connait ni sa localisation exacte, ni la

signification physiologique de la participation des deux integrines a3l et a6p4 a

l'adhésion cellulaire. Alors que lintégrine a6B4, spécifiquement localisée au niveau

des hémidesmosomes, pourrait étre impliquée dans la formation et le maintien de
structures d'ancrage stables des cellules (Carter et al., 1990), des études récentes
montrant une surexpression de la laminine 5 dans des processus invasifs au cours de
cancers du colon (Pyke et al., 1995; Sordat et al., 1998), de la prostate (Hao et al.,
1996), de l'estomac (Tani et al., 1996) et du pancréas (Tani et al., 1997 ) laissent

penser qu'elle pourrait jouer un réle important au cours de la migration cellulaire par le

biais de l'intégrine o3p1.

Les récepteurs non-intégrines des laminines

Les intégrines ne sont pas les seuls récepteurs impliqués dans les interactions
avec les laminines. Le dystroglycan est une protéine transmembranaire qui a été
identifiée dans les muscles squeletiques comme faisant partie du complexe
membranaire liant la dystrophine (Campbell et Kahl, 1989). Le dystroglycan se lie a la
laminine 2 par son domaine extracellulaire et a [a dystrophiné par son domaine
intracellulaire, assurant ainsi l'intégrité structurale du sarcolemme (Jung et al., 1995).
Des anomalies survenant au niveau de l'un des composants de ce complexe .

conduisent a l'apparition de dystrophies musculaires (Campbell, 1995). Le
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dystroglycan, qui peut également se lier & la laminine 1, est exprimé dans d'autres
tissus comme le cerveau, les épithélia et la jonction neuromusculaire au niveau de

laquelle le ligand est l'agrine (Gee et al., 1994), Le site de liaison du dystroglycan sur

les laminines est localisé dans une zone proche du site de liaison de l'intégrine a6p1.

Des études menées chez la souris laissent penser que les deux recepteurs de la
laminine pourraient agir de maniére concomitante et complémentaire au cours du
dévelopement embryonnaire des épithélia (Durbeej et al., 1995).

Un grand nombre d'autres protéines membranaires ont été caractérisées comme
se liant aux laminines au cours d'essais menés in vitro. La signification physioiogique
et 'existence d'éventuelles voies de signalisation mises en oeuvre au cours de ces
interactions restent & démontrer. On ne peut pas parler de récepteurs non-intégrines
des laminines sans évoquer la protéine membranaire de 67 kDa (Lesot et al,, 1983)
supposée se lier & la séquence YIGSR localisée dans le domaine Hl de la sous unité

B1 des laminines (Graf et al., 1987). Des études du peptide YIGSR recombinant in vitro

ont montré sa capacité a induire I'adhésion et la migration cellulaire, & empécher la
formation de métastases expérimentales (lwamoto et al., 1987) et a inhiber
l'angiogénése et le développement des tumeurs. Linduction de I'apoptose cellulaire in
vitro par des formes multimériques de ce peptide a permit de lui attribuer un effet
antimétastatique et antitumoral (Zhao et al., 1994).

De nombreuses données de la littérature rapportent la description de protéines
membranaires présentant une affinité pour les sucres et pouvant lier de maniere
spécifique les structures oligosaccharidiques des laminines. L'une d'entre elles, la

B1,4-galactosyltransférase est impliquée dans I'adhésion et la migration cellulaire sur

la laminine 1 (Runyan et al., 1988), la pousse des neurites (Begovac et Shur, 1990) et
linvasion des trophoblastes (Romagnano et Babiarz, 1990). D'autres recepteurs,

comme la proteine de liaison & la laminine de 110 kDa (LBP110) et la proteine
précurseur du B-amyloide (BAPP) présentent la propriété de lier la séquence IKVAV
(Tashiro et al, 1989) localisée dans la fragment E8 de la laminine 1 et d'induire
l'adhésion, I'étalement et la migration cellulaire. LBP110 et BAPP sont principalement

détectés au niveau intracellulaire dans les neurones in vivo et pourraient étre
associées au cytosquelette. Des interactions significatives entre les laminines et ces

deux protéines pourraient étre impliquées dans la pathogénie de la maladie
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d'Alzheimer (Narindrasorak et al., 1992). Une autre famille de lectines spécifiques du
galactose, les galectines, lient les sucres de type lactosamine sur la laminine 1
(Barondes et al., 1994). Le développement actuel des modéles d'étude expérimentaux
in vivo permettra sans doute d’élucider la complexité des interactions cellulaires des

laminines et d'en comprendre la signification physiclogique .

*LES COLLAGENES: CHARPENTES TISSULAIRES, AUTOROUTES ET
PANNEAUX INDICATEURS CELLULAIRES

L'ensemble des collagénes

Les collagénes sont des protéines dont une partie au moins de la molécule
est extracellulaire (il existe deux types de collagénes, X!l et XVII, possédant un
domaine transmembranaire), et qui sont impliquées dans [organisation de
I'environnement des cellules. Leur spécificité tient & la présence d'un ou de
plusieurs domaine(s) en triple hélice édifié(s) a partir de polypeptides (les chaines
o) dont la séquence consiste en une succession de triplets d'acides aminés [Gly-

Xaa-Yaa.] La proline est fréquemment située a la suite de la glycine et elle est
souvent hydroxylée lorsqu'elle se trouve en position Yaa. Cette hydroxyproline
stabilise la triple hélice. Les 19 types de collagénes connus s'organisent de
plusieurs maniéres différentes. Certains d'entre eux ont un réle clairement
structural. Méme si ce n'est pas leur fonction exclusive, ils constituent & la fois des
charpentes d'organas (de tissus denses comme le derme ou a texture pius lache
comme les ganglions Ilymphatiques), des voies privilégiées de migrations
cellulaires ou des feuillets délimitants des compartiments tissulaires. Dans cette
catégorie, il convient de ranger les collagénes fibrillaires (les types |, I, lll, V et XI),
le collagéne en réseau des membranes basales (le type 1V), et des collagenes a
courtes molécules assemblées en réseau hexagonal centré, et localisés autour de
certains endothéliums (le type VIII) ou de chondrocytes hypertrophiques (le type X).
D'autres collagénes ont plutét une fonction mécanique d'accrochage entre
ensembles tissulaires, fréquemment, mais pas exclusivement, observés a la
jonction dermo-épidermique. Ce sont les collagénes de type VI, formant les fibres

d'ancrage entre la membrane basale et le derme sous-jacent, et le collagéne de
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type XVII localisé au sein des hémidesmosomes des kératinocytes (van der Rest et
Garrone, 1991; .Kivirikko, 1993; van der Rest et Bruckner, 1993; Mayne et Brewton,
1993).

De trés nombreux travaux concernant linteraction collagene-cellules sont
effectués in vitro, avec des collagénes purifiés, éventuellement reconstitués en
fibrilles. Sans mésestimer l'intérét de ces expériences, ni l'importance des resultats
ainsi obtenus, il est toutefois nécessaire de préciser que la situation in vivo est
- certainement trés différente. Il est admis aujourd'hui que la plupart (sinon la totalité)
des fibrilles de collagéne sont des assemblages complexes comportant plus d'un
type de collagene et des protéoglycannes. Ainsi, certains modéles structuraux des
fibrilles les plus courantes prévoient une majorité de molécules de collagéne de
type |, une proportion de molécules de collagéne de type lll, dépendant de la
localisation tissulaire et de I'état de développement de l'organisme considere, et
une concentration, axiale ou uniformément répartie, de molécules de collagene de
type V dont la fonction essentielle semble étre la régulation du diamétre. D'autres
moiéciles de collagéne, espacées les unes des autres, sont encore présentes a ia
surface de ces fibrilles: ce sont les collagénes dits "FACITs" (pour Fibril Associated
Collagens with Interrupted Triple helices) qui regroupent les types IX (le plus
fréquemment associé au collagéne de type Il du cartilage et du vitré), XIl, XIV, XVI et
XIX. Enfin, des protéoglycannes de faible masse moléculaire (décorine par
exemple) viennent encore compléter cet environnement fibrillaire. Il donc difficile, in
vivo, de distinguer ce qui dépend de linteraction directe avec le collagéne de ce
qui résulte d'une rencontre avec 'un des cpnsituants de surface de ce collagéne,
comme l'indiquent des travaux récents ( Somasundaram et Schuppan, 1996,
Schuppan et al., 1998).

A linverse, ce sont des études in vitro, déja anciennes, qui ont clairement
montré limportance du collagéne dans la différenciation cellulaire, et donc la
délivrance d'un message fort. On sait, par exemple, que la différenciation en culture
d'hépatocytes, de follicules thyroidiens, d'épithélium corméen, ne peut étre obtenue
sans un support de nature collagéne sur lequel sont cultivées les cellules (Trelstad,
1985;). Des données de plus en plus nombreuses prouvent que le collagéne agit
directement sur les cellules (Monboisse et al., 1994), le plus souvent via des sites

de laison aux heparane-sulfate protéoglycannes membranaires (Klein et al., 1997;
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Delacoux et al., soumis). Bien entendu, la transduction de ces messages implique

des protéines membranaires qui peuvent étre des récepteurs exclusifs ou non.

LES PROTEINES CELLULAIRES DE LIAISON AU COLLAGENE

Dés le début de la biosynthése de la molécule de collagene des interactions
avec d'autres protéines s'avérent essentielles. Mé&me si elles se situent en dehors
de la thématique développée ici, il convient de signaler I'association, au sein du

- réticulum endoplasmique, des chaines « et des molécules de collagéne avec des

protéines chaperones dont la mieux caractérisée est la hsp47 [Nagata, 1996]. Cette
association est probablement destinée a éviter des agrégations précoces, a faciliter
I'obtention d'une conformation correcte de la molécule et a éliminer des chaines et
des molécules incorrectement formées.

Les messages destinés aux plaquettes sanguines.

Certaines informations qui parviennent aux ceilules, & la suite de leur
interaction avec le collagéne, entrainent une activation qui aboutit a leur
destruction. La situation exempiaire est celle des plaquettes sanguines, avec toutes
les réserves qu'impose leur nature de fragment cellulaire par rapport & une cellule
compléte. Le contact entre plaquettes sanguines et collagéne (a la suite, in vivo,
d'un événement anormal: par exemple l'altération d'un endothélium vasculaire)
provoque en quelgues secondes une serie de modifications. I se produit une
bouffée de polymérisation d'actine, un passage d'une morphologie discoide a une
forme irréguliére riche en filopodes et des changements de la membrane
plasmique qui conduisent & l'agrégation plaquettaire. Plusieurs protéines
membranaires sont responsables de l'interaction des plaquettes sanguines avec le

collagéne, mais avec vraisemblablement des effets séquentiels et différents.
L'intégrine a2P1 joue un rdle essentiel dans le phénoméne initial d'adhesion (en
association dailleurs avec d'autres protéines membranaires qui  vont

éventueilement se lier & des molécules accompagnant le coltagene) (Moroi et Jung,

1997; Sixma ef al,, 1997). Dans ce cas, le site d'interaction avec le collagene se
situe sur la sous unité o2, dans le domaine extracellulaire, a proximité des sites de

liaison aux cations métaliques. A ce niveau, se trouve le domaine d'interaction | qui

est homologue au domaine A du facteur de von Willebrand (Kamata et al.,, 1994).
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Certains domaines de la sous-unité Bl paraissent également jouer un role critique

dans la régulation de l'interaction avec le collagéne. Un autre récepteur identifié est
une protéine de 62 kDa, ou GP VI. Son interaction avec le collagéne provoquerait
surtout 'activation des plaquette sanguines. La voie de transduction du message

apporté par le collagéne commence a étre mieux comprise. Le résultat final se
traduit par la phosphorylation d'une isoforme vy de la phospholipase C (PLGCYy2).

Cette action se rapproche du mode d'action des facteurs de croissance et differe

par exemple de celle d'un agoniste comme la thrombine qui aboutit a la
phosphorylation d'une isoforme B de phospholipase C, via une récepteur a 7

traversées membranaires et une protéine G trimérique (Cf. La revue de Sixma et al,

1997). Mais le parcours de l'information, du récepteur membranaire & fa kinase
agissant sur PLCY2 reste incertain. Les données actuelles supposent la

phosphorylation préalable d'une tyrosine protéine kinase, p’*Syk, possédant un
domaine Src homologue de type 2 (SH2). Au cours de cette interaction, des
conneciions entre Syk et 'adaptateur Grb2 ont également été montrées, suggeérait
dautres voies d'activation (Sixma et al., 1997) et renforcant encore les
ressemblances avec une action de type facteur de croissance.

Compte-tenu de la grande variété des types de coilagéne, et du grand
nombre de ces types présents dans les parois vasculaires (prés d'une douzaine),
de nombreuses équipes ont tenté d'identifier les collagenes les plus interactifs avec
les plaguettes sanguines. Les données obtenues ne sont pas toujours tres
explicites, dans la mesure ol les résultats sont trés dépendants des conditions
expérimentales (test d'adhésion ou test d'activation, réalisation d'un flux cellulaire
ou état statique, etc.). Il semble toutefois acquis que si pratiquement tous les
collagénes peuvent interagir avec les plaquettes, ce sont les types | et Ill qui sont
les plus efficaces, via une séquence DGEA, au moins pour le collagéne de type |
(Kehrel, 1995). La réaction cellulaire est d'ailleurs différente selon que le collagéne
est dénaturé (par exemple sous la forme de gélating), dans ce cas il stimule
I'adhésion, ou, natif, en triple hélice, ol il conduit & l'activation. Les collagénes qui
renferment dans leurs domaines non-hélicoidaux des modules caractéristiques
d'autres protéines {domaines A du facteur de von Willebrand, domaine type Il de |a

fibronectine par exemple) pourraient de plus avoir d'autres types d'interactions.
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Les interactions collagenes cellules.

La découvertes des intégrines et en particulier des intégrines reconnaissant
un site RGD a rapidement conduit a rechercher ce type de séquence dans le
collagéne. Cependant, un collagéne comme le type VI dont la séquence renferme
plus d'une dizaine de tripeptides RGD interagit avec les cellules d'une maniere
RGD-indépendante. En réalité,du fait de la conformation en triple hélice de la
protéine native, la glycine se trouve dans l'axe de I'hélice et est de ce fait
. inaccessible (van der Rest et Garrone, 1991; Kithn et Eble, 1994). Cette situation
est différente pour un collagéne dénaturé et a été clairement établie dans le cas
des collagénes de type V (Ruggiero et al., 1994) et VI (Kilhn et Eble, 1994). Dans le

cas de ce collagéne de type V, ce sont également les intégrines alfl et a2B1 qui
sont impliquées. Des études ultérieures ont montré que l'intégrine alfl réagissait

plus avec la forme strictement native de la molécule, alors que a2l semblait

impliquer une plus grande variété conformationnelle (Ruggiero et al., 1996). Des

analyses d'interaction concernant le collagéne de tvpe IV ont montré que deux
acides aminés voisins (R et D) mais portés par des chalnes o différentes etaient

déterminants au niveau du site de reconnaissance (Kihn et Eble, 1994). En

définitive, les intégrines supposées impliquées dans les interactions avec le

collagéne sont: «lB1, a2B1, a3pl, avp3, aibp3 (Kihn et Ebie, 1994). L'intégrine
aS5P1l a également été impliquée dans une interaction avec le collagéne de type |l

dénaturé, médiée par la fibronectine (Tuckwell et al., 1994},

D'autres protéines membranaires que les intégrines ont été impliquées dans
les interactions avec le collagéne. Un récepteur de 67 kDa, du type d'un récepteur
a la laminine, est fréquemment mentionné (Minafra et al., 1992). Les collagénes du
cartilage semblent avoir une certaine affinité pour I'annexine V (Kirsch et Pfaffle,

1992). Enfin, les modules de von Willebrand de type A, situés dans le domaine N

terminal de la chaine o3 du collagéne de type VI paraissent conditionner un type

d'adhésion particulier (Doliana et al., 1997).

La nature du message intracellulaire pourrait suivre des voies comparables &
celles des plaquettes sanguines. Des phosphorylations sur la tyrosine ont été
détectées (Roeckel et Krieg, 1994), mais depuis ['évocation de ces voies de

transduction (Juliano et Haskill, 1993), des schémas clairs tardent & émerger. La
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raison en est probablement lintrication des effets des différentes protéines

matricielles avec les autres molécules informatives qui, soit transitent a travers la

matrice, soit sont fixées sur elle.
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Légendes des figures

figure 1

Présentation structurale des différentes chaines de laminine.

Les différents domaines sont désignés selon Sasaki et al., (1988), par des chiffres
romains, les globules de l'extrémité carboxy-terminale par la lettre G1-5, et
linterruption de la chaine p1 est appelée a. Les motifs EGF riches en cystéines sont
indiqués par un rond portant un point. Les domaines globulaires sont représentes
par des cercles et ovales. Les rectangles blancs du bras long représentent les

heptades par lesquelles les chaines sont assemblées en hélice o super enroulée.

figure 2

Modale structural de la laminine 1 murine.

La localisation des fragments E8, P1, E1X et E3 est mentionnee de méme que les
intégrines impliquées dans les interactions de ces domaines avec les cellules. Le
site de liaison au dystroglycan et la localisation approximative des séquences RGD,
IKVAV et YIGSR sont indiqués. Les sites d'auto-assemblage et le domaine de liaison
au nidogéne sont présentés.

figure 3

Les membres de la famille des integrines

Chaque sous unité off reconnalt un ou plusieurs ligands extracelluiaires ou contre
recepteurs sur d'autres cellules. Les intégrines impliquées dans l'interaction avec
les laminines et les collagenes sont hachurées.

Table 1
Les assemblages hétérotrimériques des laminines.

Table 2
Les pathologies humaines et les modéles murins liés & des anomalies des genes

codant pour les chaines de laminine.
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ancienne
nomenclature composition réferences
nomenclature
Laminine 1 o 1B 1y laminine EHS voir Beck et al., 1980
Laminine 2 o2 11 mérosine Engvall et al., 1990
Laminine 3 al1p2y1 laminine s Engvall et al., 1990
Laminine 4 2B 2v1 mérosine/laminine s Engvall et al., 1990
Laminine 5 al3p3y2 kalinine/nicéine Rousselle et al., 1991
Laminine 6 3B 171 laminine k Marinkovich et al., 1992
Laminine 7 o3B2v1 laminine ks Champliaud et al., 1996
Laminine 8 odB 11 Miner et al., 1997
Laminine 9 4B 2v1 Miner et al., 1897
Laminine 10 56 1v1 laminine du rein Miner et al., 1997
Laminine 11 a5p2y1 laminine du rein Miner et ai., 1997
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ene/ : , - . '
so%s-unité pathologie humaine congenitale modele murin
LAMA2/ o2 dystrophie musculaire congénitale sours dy /dy (mutation)
- dystrophie musculaire
congénitale
LAMA3 /a3  épidermolyse bulleuse jonctionnelle
Heditz
LAMB2/B2 syndrome néphrotique idiopathiquea  deficience en B2 (sours KO)
|ésions glomérulaires minimes (?) - anomalies de la jonction
neuromusculaire
- albuminurie
LAMB3 /B3 épidermolyse bulleuse jonctionnelle

LAMGC2 /12

épidermolyse bulleuse jonctionnelle




