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ABSTRACT

Oncogenic signaling stimulates the dynamic remodeling of substrate adhesions essential for
cell motility. Previous work showed that transformation and tumor progression were
‘associated with increased expression of MgatS-derived N-glycans. Galectin-3 binds to those
branching and therefore clusters cell surface proteins, including integrins. In this study, we
demonstrate that Mgat5 deficiency, as well as galectin-3 binding to Mgat5-derived N-glycans,
reduces Bl-integrin glycosylation which results in reduced cell migration and fibronectin
remodeling. Then, we show that cell migration and focal adhesion dynamics are intimately
regulated by a concerted action between Mgat5/galectin-3 lattice and caveolin-1. In
conclusion, this work highlighted the importance of both extracellular (Mgat5/Gal-3) and

intracellular (caveolin-1) stimuli in substrate adhesion dynamics and tumor cell migration.

KEY WORDS
Glycosylation, Mgat5, galectin-3, lattice, caveolin-1, fibronectin, fibrillogenesis, tyrosine
phosphorylation, caveolae, dynamics, migration, transformation, tumors, focal adhesion,

fibrillar adhesion, actin cytoskeleton.



RESUME
La signalisation oncogénique dynamise la restructuration des adhésions au substrat
essentielles a la migration cellulaire. Des travaux antérieurs suggérent que la transformation et
la progression tumorale sont associées a 1’expression de groupements glycosylés, fruits de -
I’enzyme Mgat5. La galectine-3 lie ces branchements et agrégent les protéines de surface,
dont les intégrines. Nous démontrons ici que 1’absence de I’enzyme Mgat5, et de la liaison de
‘la galectine-3, entraine une déficience dans la glycosylation de I’intégrine B1 qui se
matérialise par une déficience dans la migration cellulaire et dans le remodelage de la matrice
de fibronectine. Puis, nous montrons qu’une action concertée entre le treillis Mgat5 et la
cavéoline-1 régule la dynamique des adhésions focales et 1a migration de cellules tumorales.
Ainsi, ces études ont permis de mettre en évidence 1’importance de stimuli extracellulaires
(Mgat5/Gal-3) et intracellulaires (cavéoline-1) dans la dynamique des adhésions au substrat et

dans la migration des cellules tumorales.

MOTS CLES
Glycosylation, Mgat5, galectine-3, treillis, cavéoline-1, fibronectine, fibrillogenése,
phosphorylation sur tyrosine, cavéole, dynamiques, migration, transformation, tumeurs,

adhésion focale, adhésion fibrillaire, cytosquelette d’actine.




RESUME

. La signalisation oncogénique dynamise la restructuration des microfilaments d’actine et /des
adhésions au substrat qui sont essentielles a la fois a I’étalement cellulaire et & la migration
cellulaire. Des travaux antérieurs suggérent que la transformation et la progression tumorale
sont. associées a I’expression de groupements glycosylés qui sont le fruit de I’enzyme Mgat5
(pour Golgi p1,6-acetylglucosaminyltransferase V). Ces branchements peuvent étre liés par la
galectine-3 qui, par ses aptitudes a former des pentaméres, permet 1’agrégation de nombreuses
protéines de surface, parmi lesquelles on retrouve les protéines de la famille des intégrines. A
’aide de 3 lignées cellulaires de carcinomes mammaires exprimant des niveaux différentiels
de Mgat5, nous nous sommes dans un premier temps intéressé a ’implication de 1’enzyme
Mgat5 et de la galectine-3 dans la fibrillogenése de la fibronectine. Nous avons pu démontrer
que l’absence de 1’enzyme Mgat5 entrainait une déficience dans la glycosylation de
I’intégrine Bl, une réduction de I’expression des adhésions fibrillaires, une réduction de
’activation de I’intégrine a5p1, une réduction de la vitesse de recyclage de 1’actine qui se
matérialisent par une déficience dans la migration cellulaire et dans le remodelage de la
matrice de fibronectine. Tous ces phénoménes dépendent étroitement de la liaison de la
galectine-3 aux branchements générés par Mgat5. Par la suite, nous avons concentré nos
travaux sur I’implication du treillis formé par les branchements Mgat5 et la galectine-3 dans
la dynamique des adhésions focales. Ces adhésions se distinguent des adhésions fibrillaires au
niveau de leur fonction, structure et localisation. Nos résultats mettent en avant une action
concertée entre le treillis Mgat5/Gal-3 et la forme phosphorylée de la cavéoline-1 dans la
dynamique des adhésions focales. La cavéoline-1 est une protéine responsable de la biogenése
de structures endocytiques connues sous le nom de cavéoles, mais elle joue également un rdle
important dans la signalisation cellulaire a travers, notamment, la phosphorylation de son
résidu Tyrosine 14. L’action positive de la phosphorylation de ce résidu de la cavéoline-1 sur
la dynamique des adhésions focales se traduit par une stimulation de la motilité cellulaire. Le
nouveau rdle que nous avons découvert pour la forme phosphorylée de la cavéoline-1 a
ensuite été confirmé dans toute une série de lignées tumorales du sein, de la prostate ou du
colon. Ces résultats penchent en faveur d’une action positive de la cavéoline-1 dans la
progression tumorale, dont ’implication reste controversée. En conclusion, ces études ont
permis de mettre en évidence I’importance de stimuli extracellulaires (treillis Mgat5/Gal-3) et
intracellulaires (cavéoline-1) dans la dynamique des adhésions au substrat et dans leur

implication dans la migration des cellules tumorales.
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I. Introduction

I. INTRODUCTION GENERALE
A. LA MIGRATION CELLULAIRE :

1. Migration, késako ? Les bases moléculaires de la migration cellulaire.

La migration cellulaire est étudiée depuis des décennies. Elle fascine et me fascine. Et pour cause.
Observer la migration orientée d’une cellule unique de Dictyostélium en réponse & un gradient
d’AMPc ou la « chasse » d’une bactérie par un neutrophile a pour moi et d’autres quelquechose de

fascinant (http://www.hopkinsmedicine.org/cellbio/devreotes/videos.htm). Plus sérieusement, la

migration cellulaire est un processus fondamental que ’on trouve aussi bien chez les organismes
unicellulaires tels que les amibes (dont la fonction principale est la recherche de nourriture et la
reproduction (Manahan et al., 2004)) que chez les organismes multicellulaires que sont les
mammiféres. La complexité des organismes multicellulaires exige une spécialisation des tissus qui est
conférée suite a 1’organisation tissulaire, I’organogenése et I’homéostasie : la migration cellulaire y
joue un réle principal (Ridley et al., 2003). En effet, chez les mammiféres, la migration cellulaire
s’avére indispensable pour I’embryogenése, la réponse immunitaire, les phénomeénes de cicatrisation,
mais également et malheureusement, elle est essentielle & la formation de métastases (Lauffenburger
and Horwitz, 1996). Plus récemment, la migration s’est révélée importante dans 1’ingénierie tissulaire,
notamment dans 1’élaboration de biomaténiaux et de stratégies pour la régénération neuronale (Huang
and Huang, 2006).

Une migration cellulaire efficace nécessite 1’intégration fonctionnelle et physique de signaux locaux et
transitoires a des variations de I’architecture cellulaire (Gupton and Waterman-Storer, 2006;
Lauffenburger and Horwitz, 1996; Schwartz and Horwitz, 2006). C’est un mécanisme cyclique en 5

— B - e €tapes majeures au Cours

duquel la cellule 1) opere

une polarisation, 2) génére

{ (( . des extensions membranaires
- e }
, | ki ou protrusions, 3) forme des

Actn petwork 5 et movement 8090
Focal adhesions  <ills. ¥ . N
Focal complees @ sites d’attachement a la
Svens fibers ] ; :
St matrice extracellulaire
Forces on call Contex = = i

Figure 1. La migration cellulaire : un mécanisme intégré (MEC), 4) produit des forces

complexe contractiles pour finalement
(Adapté d’aprés Horwitz and Parsons, 1999)

La migration est une combinaison de différents processus dont
le résultat est la traction de la cellule sur son substrat pour d’attachement a 1’arriére de
générer un sensible mouvement en avant.

5) détacher les  sites

la cellule et rétracter son

corps cellulaire (Figure 1)
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(Lauffenburger and Horwitz, 1996). Tout récemment, une autre démonstration évidente apportée par
une étude de 1’équipe du Dr. Waterman-Storer révele comment les phénoménes d’adhésion, de
protrusion et de contraction sont intégrés pour optimiser la migration cellulaire (Gupton and

Waterman-Storer, 2006).

a) La polarisation cellulaire
Dans le but de migrer, la cellule se doit d’adopter une asymeétrie spatiale lui permettant de transformer
des forces intracellulaires en une translocation de son corps cellulaire. L’une des plus flagrantes
manifestations de cette asymétrie est la morphologie polarisée qu’adopte une cellule motile avec la
formation d’un «avant» et d’un «arriere» de la cellule. Des molécules telles que la petite
RhoGTPase Cdc42, les protéines PAR (PAR 6 et PAR 3) ou I’atypique Protéine Kinase C (aPKC) ont
été¢ impliquées dans [’initiation du processus de polarisation (Macara, 2004). La production de
phosphatidylinositol triphosphate (PIP3) a 1’avant de la cellule par ’enzyme phosphoinositide 3-
kinase (PI3K) a également été impliquée dans ce phénomeéne. PTEN, une phosphatase de PIP3, est
particuliérement localisée a I’arriére de la cellule et participe a la régulation des niveaux de PIP3
(Leslie et al., 2005). Des changements architecturaux tels que la réorganisation du centre organisateur
de microtubules (MTOC), des microtubules et de 1’appareil de Golgi, accompagnent cette polarisation
(Gotlieb et al., 1981; Watanabe et al., 2005). Tout récemment et de maniére particuliérement
intéressante pour mes travaux, la cavéoline-1 et les cavéoles ont été impliquées dans la régulation de la
polarisation cellulaire et présentent elles-mémes une distribution asymétrique (Grande-Garcia et al.,
2007; Navarro et al., 2004; Parat et al., 2003). Une fois la polarisation initiée, celle-ci est maintenue
par des boucles positives et rétroactives impliquant la PI3K, les microtubules, les RhoGTPases, les

intégrines et le transport vésiculaire.

b) Polymérisation d’actine et protrusion

Par la suite, la cellule entreprend I’étape de protrusion & travers des extensions membranaires
intimement contrélées par la polymérisation de I’actine, véritable chef d’orchestre. L’assemblage des
filaments d’actine en réseau produit une force physique qui croit sous la membrane plasmique (Pollard
and Borisy, 2003). Ils sont eux-mémes polarisés et présentent une extrémité « barbelée » a croissance
rapide, contre une extrémité « pointue » a croissance lente. Les protrusions peuvent prendre la forme
de filopodes dans lesquels les filaments d’actine sont organisés de maniére parallele, ou de
lamellipodes ot I’actine est organisée selon un réseau « dendritique » arborisé. Alors que les filopodes
agissent plutdt telle une sonde qui explore !’environnement proche de la cellule, les lamellipodes
forment une large structure protrusive en direction de la protrusion sur laquelle se base la cellule pour

aller de ’avant (Ridley et al., 2003). Au sein des filopodes, les filaments d’actine s’allongent au
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niveau des leurs extrémités barbelées et se désintégrent a leur extrémité pointue reldchant des
monomeres d’actine qui agissent tel un tapis roulant fournissant la force protrusive. Les protéines
Ena/WASP, qui se lient aux extrémités barbelées et empéchent ’encapsulation et 1’arborisation des
filaments, ainsi que la protéine Fascine, qui les empaquette, augmentent de maniére significative la
capacité des filopodes a pousser la membrane plasmique en avant (Welch and Mullins, 2002). A
Iinverse, les structures hautement complexes que sont les lamellipodes se forment a travers une
arborisation des filaments d’actine qui poussent la membrane plasmique en avant. Le complexe
protéique Arp2/3 y joue un réole essentiel en liant la pointe d’un filament d’actine préexistant et en
induisant la formation d’un nouveau filament, telle une branche qui pousserait & partir d’une autre
(Pollard and Borisy, 2003; Welch and Mullins, 2002). Le complexe Arp2/3 est localement activé au
niveau de la membrane plasmique par un autre complexe WASP/WAVE, eux-mémes cibles des
RhoGTPases Rac et Cdc42 (Welch and Mullins, 2002). Enfin, tous ces phénoménes de polymérisation
d’actine sont étroitement contrdlés par des protéines liant ’actine, dont le réle est de contréler le pool
de monomeéres d’actine et d’extrémités libres. Parmi elles, on retrouve la profiline qui, d’une part, lie
les monomeéres d’actine et empéchent ainsi 1’auto-nucléation des filaments d’actine et, d’autre part,
dirige ces monoméres vers les extrémités barbelées (Pollard and Borisy, 2003). Des protéines de
capsulation terminent la polymérisation de filaments, la restreignent a ceux situés sous la membrane
plasmique, alors que les protéines de la famille ADF/Cofilin facilitent la désintégration de filaments
existants a leur extrémité pointue et générent des monomeéres d’actine nécessaires a la polymérisation
a lautre extrémité. Enfin, des molécules telles que la cortactine, la filamine A ou I’a-actinine sont

utiles a la stabilisation des branches d’actine ainsi qu’a leur « cross-linking » (Pollard and Borisy,
2003).

¢) Formation des points focaux d’adhésion

Pour qu’une cellule avance, les protrusions créées suite a la polymérisation de 1’actine doivent étre
capables de « s’accrocher » a leur environnement proche de telle sorte a pouvoir générer des forces
contractiles. Celle-ci permettent & la cellule de se déplacer vers I’avant, un peu comme un lombric
avance, se contracte et rétracte sa queue pour avancer. Ces points d’ancrage sont générés par des
protéines appelées « intégrines » qui sont des molécules transmembranaires permettant a la cellule de
créer un lien physique entre le cytosquelette d’actine et la MEC. Derniérement, la polymérisation de
’actine au niveau de lamellipodes (décrite ci-dessus) a été démontrée comme étant capable, en plus de
générer un mouvement de poussée de la membrane plasmique, de lier et contréler un mouvement
latéral d’intégrines. Ces mouvements conduisent & 1’agrégation et au positionnement d’intégrines
«activées » sans pour autant qu’elles soient liées a leur ligand constitué par le MEC (Galbraith et al.,
2007). Les intégrines sont les protéines majeures de ce lien entre la MEC et la cellule et forment les
«pieds » de cette demicre. Par une signalisation «inside-out», a savoir une signalisation

cytoplasmique, les intégrines sont activées en adoptant une conformation de haute affinité pour le
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ligand et débutent la formation de points focaux d’adhésions (Geiger et al., 2001a). Inversement, la
liaison de la MEC a la portion extracellulaire des intégrines conduit a des changements
conformationnels des ces derniéres en modifiant les interactions entre les domaines cytoplasmiques de
sous-unités a et B qui les constituent (Emsley et al., 2000). Cette signalisation « outside-in » entrainera
4 la fois l’agrégation des intégrines, mais également la genése biochimi(iue et biomécanique de
signaux intracellulaires, tels que la phosphorylation de protéines, I’activation de petites RhoGTPases
et des vanations de la biosynthése de phospholipides, tous a 1’origine de la formation et le
renforcement des sites d’adhésion. Ces événements de signalisation auront des répercussions sur la
polarité cellulaire, ainsi que sur [’organisation et la dynamique du cytosquelette d’actine (Geiger et al.,
2001a). Le mécanisme de formation de ces sites d’adhésion est une énigme que 1’on commence a
peine a étudier et comprendre et qui a motivé mes travaux. De fagon intéressante, la composition,
structure et taille de ces sites d’adhésion varient en fonction du type cellulaire (leucocytes versus
fibroblastes), de son état cinétique (étalement versus migration) et de la vitesse de migration (lente
versus rapide) : la compréhension et 1’étude de la régulation de ces phénoménes constituent ainsi un
défi excitant. Par exemple, les petites Rho GTPases Rac et Cdc42 semblent a 'origine des petits
complexes focaux, alors que Rho semble guider la formation des points focaux plus larges et matures
(Rottner et al., 1999a). Au cours de leur formation, certaines protéines entrent avec la méme cinétique
au sein du point focal, laissant supposer la formation préalable d’un complexe multimoléculaire
cytoplasmique, alors que d’autres protéines empruntent une cinétique différente démontrant ainsi

qu’un événement régulateur initie I’addition consécutive de différentes protéines (Webb et al., 2004).

d) Genése des forces contractiles

Des forces de traction sont ensuite générées depuis ces points focaux d’adhésion et a travers le
cytosquelette d’actine qui agissent telles des sondes mécaniques transmettant ’information de 1’état
physique de la MEC 2 I"intérieur de la cellule et modifiant les dynamiques du cytosquelette d’actine
(Galbraith et al., 2002; Lauffenburger and Horwitz, 1996). La vitesse de migration dépend a la fois de
la quantité de ligand, de I’expression des intégrines et de ’affinité intégrine-ligand (Palecek et al.,
1997).La force transmise aux sites d’adhésion implique une réaction biochimique médiée par
’interaction physique entre la protéine myosine II et les filaments d’actine attachés a ces sites.
L’activité de la myosine II est étroitement liée & la phosphorylation de 1a Myosin Light Chain (MLC),
qui est elle-méme, soit induite par [*activation de la Myosin Light Chain Kinase (MLCK), soit par la
Rho-kinase (ROCK), soit encore réprimée par la MLC phosphatase. Cette derniére peut également é&tre
inhibée par ROCK. Dans ce cas, la phosphorylation de la MLC activera la myosine II et induira la
contractilité cellulaire ainsi que la transmissioh de tensions aux sites d’adhésion. La morphologie des

sites d’adhésion est influengable par les propriétés physisques de la MEC (matrice extracellulaire). En
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effet, ceux-ci seront plus dynamiques sur un substrat flexible que sur un substrat rigide (Pelham and
Wang, 1997). Par ailleurs, des études publiées demiérement par 1’équipe du Dr. Sheetz montrent a
quel point l’activit¢ biomécanique générée par ces points focaux est essentielle & la migration
cellulaire. La premiére étude révele que les forces de traction produites par les points focaux et le
cytosquelette d’actine sont a ’origine de I’extension de la molécule p130Cas qui sera consécutivement
phosphorylable par la famille de protéines Src, transformant la force en une extension mécanique
initiant une réaction de phosphorylation et de signalisation biochimique (Sawada et al., 2006). Par
ailleurs, la polymérisation de D’actine semble périodiquement établir un lien mécanique, le
lamellipode, entre les moteurs de myosine et I’initiation de nouveaux sites d’adhésion (Giannone et
al., 2007). Ainsi, un modéle simpliste voulait que « peu » d’adhésion (faible concentration de ligands
extracellulaires) ou « trop » d’adhésion (forte concentration de ligands extracellulaires) engendraient
une faible vitesse de migration, car les forces de traction générées étaient respectivement trop faibles
ou trop fortes, rendant les cellules immobiles (DiMilla et al., 1991). L’interaction spatio-temporelle
entre I’adhésion, la protrusion et la contraction se veut cependant plus complexe. Récemment, 1’étude
menée par Gupton et al. démontrait qu’il était possible de récapituler une vitesse de migration
optimale a des fortes concentrations de MEC en manipulant l’activité de la myosine 1 et que
contrairement a 1’idée regue, ’activité de 1’actine, de la myosine II et des points focaux d’adhésion,
était spatialement et temporellement variable et ne présentait pas une corrélation simple a des taux

optimaux de migration (Gupton and Waterman-Storer, 2006).

e) Désassemblage des points focaux et rétraction cellulaire

Enfin, le « turnover » des points focaux d’adhésion est essentiel a4 une migration efficace. Dans le but
d’étendre sa protrusion, les adhésions dans la partie protrusive doivent étre désassemblées pour
permettre la formation d’adhésions a l’avant de cette protrusion (Webb et al., 2004). Ce
continuel « turnover » fournit a la cellule la force nécessaire pour « ramper » vers 1’avant (Giannone et
al., 2007; Lauffenburger and Horwitz, 1996) Peu de choses sont connues dans ce domaine, ce qui a
également motivé mes études. Les microtubules sont engagés dans ce phénoméne tout comme
certaines phosphatases (Larsen et al., 2003; Small and Kaverina, 2003). Les kinases telles que la Focal
Adhesion Kinase (FAK) ou Src ont également été impliquées (Webb et al., 2004). Par ailleurs, le
désassemblage des points focaux a ’arriére de la cellule est essentiel pour la complétion du cycle de
migration cellulaire (Lauffenburger and Horwitz, 1996; Ridley et al., 2003; Vicente-Manzanares et al.,
2005). Dans ce cas, la myosine II apparait nécessaire et la tension qu’elle génere est souvent suffisante
a la rupture physique du lien entre la cellule et la MEC, laissant des intégrines toujours accrochées a la
MEC derriére la cellule (Lauffenburger and Horwitz, 1996). Dans un article intéressant de [’équipe du
Dr. Gundersen, on retrouve aussi les microtubules dont ’étude suggére qu’ils seraient responsables

d’un ciblage de la dynamine au niveau de points focaux et leur endocytose consécutive (Ezratty et al.,
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2005). Ces travaux nécessitent confirmation car ils sont, a ce jour, les seuls démontrant ’implication
d’un processus d’endocytose dans le désassemblage des adhésions focales (FA). Ils s’inspirent
notamment de travaux démontrant que les microtubules ciblent les FA et induisant leur relaxation et
leur dissociation (Kaverina et al., 2002a; Kaverina et al., 1999; Kaverina et al., 2002b). La FAK et son
site d’autophosphorylation (Y397), la Src et d’autres kinases ont également été impliquées (Giannone
et al., 2004; Hamadi et al., 2005; Webb et al., 2004), tout comme la signalisation calcique (Giannone
et al,, 2002) ou la protéolyse, par la calpaine, de la taline, ’un des constituants des points focaux
(Franco et al., 2004).

Nucieus
A. Cell Polarization

Reguistors of Polarity Adhesions Vesicies
Side/Resr Front /
PTEN Activated Cdc42 & Rac y
Myosin 1l CAc42PARYAPKC { s

PIP3 —Adhesions

Activated integrin k
Microtubules N Golgi

Actin fiaments _)(
- Microlubutes

MTYOC

B. Protrusion and Adhesion Formation C. Rear Retraction
Actin Polymarization Rear Retracton
Adhesien Dissssembly
and Retractien
FAK/Sre/ERK
Myosin It
Microtubules
Rho
Ca2+

Caipain
Cauve/ urin

Figure 2. Les étapes majeures de la migration cellulaire et ses principaux acteurs
(Adapté d’aprés Ridley er al., 2003)
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2. La migration cellulaire : de 1a physiologie 4 la pathologie

a) Importance des phénoménes de migration cellulaire au niveau

physiologique et pathologique
Tout au long de cette partie, je vais brievement exposer les différents points qui peuvent motiver tout
chercheur a étudier la migration cellulaire. En effet, ce mécanisme cellulaire nous accompagne de
notre conception & notre mort en permettant, d’une part, des mécanismes physiologiques tels que la
gastrulation et en étant, d’autre part, 4 ’origine de ["un des plus gros fléaux actuels : la formation de
métastases a partir d’une tumeur primaire. Sur le plan physiologique, la migration cellulaire orchestre
le développement embryonnaire et régule les processus homéostatiques que sont une réponse
imrﬁunitaire efficace pour palier a toute infection, ainsi que la réparation de tout tissu endommagé. Par
ailleurs et de fagon déplorable, la migration cellulaire est a I’origine et contribue & des événements
pathologiques tels que les maladies vasculaires et inflammatoires chroniques mais surtout la formation
de tumeurs et le développement de métastases a partir de cette tumeur. C’est cette demniére
caractéristique qui nous intéresse tout particuliérement : comprendre les mécanismes moléculaires a la
base de la migration cellulaire, physiologique ou pathologique est essentielle, notamment a
I’émergence de domaines biotechnologiques qui étudient la transplantation cellulaire et élaborent des
tissus artificiels. Mais la compréhension de ces mécanismes apparait surtout primordiale dans le

développement de nouvelles stratégies thérapeutiques visant a enrayer la machine métastasique.

b) Réle dans le développement embryonnaire

La vie débute par la fécondation d’un ovule par un spermatozoide et la formation d’un zygote. Ce
zygote est composé d’un amas de cellules qui se divisent trés rapidement, nommé maintenant le
blastocyste, qui migrent vers l’utérus ou un placenta se développera pour nourrir I’embryon en
développement. C’est la que débute la gastrulation, processus morphogénique de |’embryon
d’organismes multicellulaires par lequel le mésoderme présomptif et ’endoderme se déplacent a
I'intérieur de ’ectoderme pour former un embryon 2 3 couches, avec |’ectoderme a 1’extérieur,
I’endoderme a I’intérieur et le mésoderme entre les deux (Keller, 2005). Au cours de la gastrulation
des amphibiens, les cellules du mésoderme acquiérent une forme protrusive et forment 1’avant d’un
anneau de tissu qui va s’involuer et migrer de fagon directionnelle le long de I'ectoderme vers le pdle
de T’animal (Fig.3) (Keller, 2005). Alors que l’attachement a la structure ectodermique se fait
indépendamment d’une protéine de la MEC, la fibronectine (FN), celle-ci s’avére essentielle pour la
migration des cellules mésodermiques (Fig.3) (Keller, 2005; Winklbauer et al., 1996). Qui plus est,
cette migration se fait dans la direction et long de fibrilles de FN (Chapitre 1.9) qui forme une matrice

dense sous la structure ectodermique (Nakatsuji and Johnson, 1983) et nécessite une interaction entre
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les cellules mésodermiques et la matrice de FN médiée majoritairement par I'intégnne aSp1 (Fig.3)
(Ramos et al., 1996). Enfin, la nature fibrillaire de la matrice de FN, déposée par ’ectoderme, est
essentielle a la directionnalité de la migration du mésoderme (Nagel and Winklbauer, 1999). Cet
aspect de la migration cellulaire, notamment sa dépendance a la matrice de FN, a fait ’objet de notre
premiére étude (Manuscrit N°1). Les cellules forment ainsi 3 couches et migreront vers leur
destination finale dans I’embryon en développement, pour finalement se spécialiser et devenir des
composants des bras, jambes, foie, cceur, cerveau et autres organes. Dans le cerveau en
développement, la migration joue également un réle essentiel. En effet, les cellules neuronales
prnimaires quittent le tube neural pour s’installer dans d’autres couches a partir desquelles elles
enverront des projections (axones et dendrites) a travers d’autres couches de cellules en
développement et vers une destination finale. C’est la-bas qu’elles établiront une connexion avec
d’autres cellules a travers les synapses et rendront possibles des fonctions intrinséques au cerveau

telles que la mémoire ou I’apprentissage (Marin and Rubenstein, 2001).

Couche ectodermale . i
Direction

de
migration

Cellules protrusive
du mésoderme

Matrice fibrillaire
de Fibronectine

Figure 3. Importance de la migration cellulaire lors de la gastrulation des amphibiens
(Adapté d’apres Keller et al, 2005)

Ces coupes sagittales en début et fin de gastrulation montrent la migration directionnelle de la
couche mésodermique (orange) vers le pdle de I’animal (a). Dans la partie agrandie, on peut noter
la forme protrusive des cellules mésodermiques ainsi que la matrice de FN nécessaire a leur
migration.
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¢) Homeéostasie : immunité et cicatrisation

L’immunité et les processus de cicatrisation ou de réparation des tissus sont des mécanismes
intimement liés qui reposent tous deux sur ["habileté des cellules & migrer. Par exemple, la réparation
d’une zone tissulaire endommagée (coupure de la peau) nécessite la restauration d’une barriére
épidermale intacte qui requiert a la fois la migration de fibroblastes et de kératinocytes pour consolider
la blessure et reformer un épithélium. La migration des cellules spécialisées que sont les kératinocytes
s’avére essentielle dans ce processus de « ré-épithéliasition » (Raja et al., 2007). Au cours de cette
blessure, un événement inflammatoire causé par la blessure ou I’invasion de bactéries cause également
la migration de cellules immunitaires destinées a éradiquer I’infection. Les leucocytes sont les cellules
spécialisées dans la migration vers ces sites et dans la destruction du pathogéne grice a leurs enzymes
digestives. Elles sont constamment en mode « surveillance », circulant dans 1’organisme et migrant a
travers les tissus a la recherche de matériel « étranger » a attaquer et détruire (Luster et al., 2005). La
migration des leucocytes est d’ailleurs un excellent modele d’étude de migration car elles présentent
des caractéristiques et aptitudes évidentes a migrer (Sanchez-Madrid and del Pozo, 1999). Par ailleurs,
ces cellules sont capables de reconnaitre uniquement celles d’un corps étranger, faculté qu’elles
développent au cours de leur migration a travers les tissus lymphoides de la moelle épiniére et du
thymus. La migration de cellules immunitaires vers un site d’inflammation a été largement étudiée,
notamment pour sa similarité avec 1’invasion de tissus par des cellules tumorales (Fig.4)(Luster et al.,
2005). En effet, I’inflammation relargue une batterie de cytokines et chemoattractants a travers les
vaisseaux sanguins vers des leucocytes en attente. Ceux-ci, s’ils expriment le panel nécessaire de
molécules d’adhésion, pourront s’attacher aux cellules endothéliales, se polariser, traverser la barriére

endothéliale par diapédese et migrer le long de la MEC vers le site d’inflammation (Fig.4).

Blood vessel lumen

1. Tethering
and ralling

B, 3. Arrest

T~

T-*sumow v-!ﬁ)mmmm GPCR _’Lecumm

n-"m-mm oamrorveams () SS37 - COM == Cotagen

Figure 4. Les différentes étapes de la migration de
cellules immunitaires vers les sites d’inflammation
(Adapté d’aprés Luster et al., 2005)
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d) Migration et pathobiologie

(1) Développement feetal et embryonnaire

Des déficiences au niveau de protéines impliquées dans la migration cellulaire peuvent avoir des
conséquences graves pour le développement de l’embryon, telles que 1’échec de I’implantation du
blastocyste dans I’utérus qui inhibe la gestation. Plus tard, des déficiences dans la migration des tissus
peuvent conduire a des malformations embryonnaires dues a des tissus désorganisés ou a des tissus qui
ne possédent pas les bonnes connexions avec d’autres. Par ailleurs, certaines molécules cruciales 4 la
migration neuronale et au placement des neurones au sein du cerveau (feetal et adulte), ont été
impliquées dans des désordres de comportement neurologique et d’épilepsie chez !’humain
(Ghashghaei et al., 2007). Parmi ces molécules, on retrouve NRG1, DISCI et la Reelin, toutes trois
régulant la migration neuronale, dont I’implication dans la schizophrénie, 1’épilepsie et ’autisme a été

démontrée (Eastwood and Harrison, 2006; Ishizuka et al., 2006; Stefansson et al., 2002).

(2) Processus inflammatoires

La migration cellulaire, notamment leucocytaire, joue un réle central dans les maladies inflammatoires
chroniques. En effet, que ce soit pour la dermatite atypique, |’asthme, la sclérose multiple ou la
maladie de Crohn, la migration incontrélée de cellules immunitaires joue un réle prépondérant (Luster
et al., 2005). Alors que la dermatite atypique et I’asthme résultent d’une migration exacerbée de
leucocytes vers, respectivement, 1’épiderme et les poumons, la sclérose multiple et la maladie de
Crohn sont en partie causées par un recrutement de leucocytes et de processus d’inflammation au sein,
respectivement, du systéme nerveux central et du systéme digestif (Luster et al., 2005). Une forme
auto-immune de diabéte est également causée par une destruction anormale de cellules B du pancréas
par des cellules immunitaires, alors que ”arthrite rhumatoide résulte d’un ciblage anormal des joints et
articulations par une réponse inflammatoire qui cause la destruction des os et la déformation des joints
(Norman and Hickey, 2005).

(3) Athérosclérose et maladies cardiovasculaires

L’athérosclérose est une maladie inflammatoire complexe qui implique la migration et 1’adhésion de
cellules immunitaires. Une blessure vasculaire en réponse a différents facteurs de risques
cardiovasculaires induit un disfonctionnement des cellules endothéliales qui, en réponse, promeut
I’expression de marqueurs inflammatoires et la migration trans-endothéliale de leucocytes
(Braunersreuther and Mach, 2006). Par ailleurs, la migration et la prolifération des cellules
musculaires lisses sont également des événements-clés dans 1’élargissement progressif du vaisseau
qu’elles tapissent et qui conduit a 1’athérosclérose et autres maladies vasculaires. L’athérosclérose,
retrouvee dans les maladies d’ischémie cardiaque ou de défaillances cérébrovasculaires, joue un réle

fondamental dans la mortalité (Murray and Lopez, 1997).

14



I. Introduction

3. Implication de la migration dans les processus de métastasie et de

développement tumoral

L’implication de la migration cellulaire dans les phénoménes de développement tumoral et
métastasique est sans conteste la plus étudiée et la plus médiatisée. Et pour cause : la formation de
meétastases est la cause la plus fréquente de décés chez les patients atteints de cancer. A partir du site
initial de croissance tumorale, les cellules cancéreuses, seules ou en groupe, quittent la tumeur
primaire aprés avoir acquis un phénotype invasif caractérisé par la perte des interactions cellulaires et
une aptitude exacerbée a migrer. Ces cellules entrent alors dans la circulation sanguine ou lymphatique
par intravasation. Elles y circulent jusqu’a l’extravasation qui leur permet de traverser la paroi
vasculaire et de quitter la vasculature pour envahir des organe's distants souvent trés vascularisés tels
que les poumons, le foie ou les reins ou elles formeront une seconde masse tumorale. Une quantité
importante de facteurs sont impliqués dans ces phénoménes, ce que je vais tenter d’exposer dans les

chapitres suivants.

a) Quand la cellule tumeorale quitte son foyer primaire...

Lors de I’embryogenése d’organismes multicellulaires, la transition du stade de blastocyste au
développement embryonnaire ne pourrait se faire sans la transition épithéliale-mésenchyme (EMT) qui
confere aux cellules épithéliales polarisées des caractéristiques motiles de cellules mésenchymales
(Thiery, 2002). Ce processus, essentiel a ’organogenése, ne fut reconnu en tant que tel qu’en 1982
(Greenburg and Hay, 1982). Depuis, '’EMT a été reconnue comme un des facteurs principaux de la
progression tumorale, notamment par son réle dans la dissémination des cellules tumorales a partir de
la tumeur primaire. En effet, la premicre observation fut faite sur des cellules MDCK (Madin-Dardy
Canine Kidney) qui, aprés incubation dans un milieu provenant de fibroblastes en culture, pouvaient
étre transformées en fibroblastes motiles (Stoker and Perryman, 1985). Le facteur impliqué dans ce
phénomeéne fut rapidement identifié et nommé scatter factor (Stoker et al., 1987), pour « facteur
dispersant » et fut identifié plus tard comme 'HGF (pour Hepatocyte Growth factor) (Nakamura,
1989). L’EMT est généralement impliquée dans la progression tumorale des carcinomes (tumeur
d’origine épithéliale) plutdt que dans celle des sarcomes (tumeur d’origine mésenchymale) au cours de
laquelle les cellules perdent leurs caractéristiques épithéliales. Lors de cette progression tumorale et de
la disparition du phénotype épithélial, la perte de ’expression de la cadhérine-E est un événement clé.
La cadhérine-E est une cadhérine prototypique de type [ qui permet de créer des interactions
homophiliques avec des cadhérines situées sur des cellules avoisinantes, en étant notamment liées au
cytosquelette d’actine par I'intermédiaire de deux autres protéines cytosoliques, I’a-caténine et la p-
caténine (Kemler, 1993). Ces molécules sont & [’origine des jonctions adhérentes que I’on trouve dans
les cellules épithéliales et qui sont absentes dans les cellules transformées en carcinomes (Behrens et
al., 1989). L’expression de la cadhérine-E peut étre due 4 une répression transcriptionnelle, notamment

par I'intermédiaire du répresseur transcriptionnel Snail. Des lignées cellulaires de carcinomes dont
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I’expression de la cadhérine-E est absente, montrent en effet une forte expression du facteur Snail
(Batlle, 2000). Il existe cependant d’autres répresseurs de la cadhérine-E, tels que SIP1 ou le facteur
de transcription E12/E47 (Thiery, 2002). La perte de I’expression de la cadhérine-E semble par
ailleurs corréler avec les différents grades des carcinomes au cours de leur progression tumorale
(Thiery, 2002). Cependant, il existe également des cas de carcinomes mammaires ou gastriques ou la
cadhérine-E est absente dés les premiers stades du développement tumoral car mutée. Quoi qu’il en
soit, les conséquences directes de la sous-régulation de I’expression de cette protéine sont une
dérégulation de la prolifération cellulaire et une augmentation de la motilité cellulaire. Toutes deux
s’expliquent 2 la fois par la perte des jonctions adhérentes mais également par la translocation de la 3
caténine dans le noyau cellulaire en absence de la cadhérine-E ou elle activera la transcription de
génes impliqués dans le développement tumoral (Morali, 2001). Le facteur « dispersant » des cellules
MDCK, HGF, & travers son récepteur-c-Met et I’activation consécutive de toute une voie de
signalisation, est fortement impliqué dans ’EMT et permet aux cellules de quitter le site tumoral
primaire (Thiery, 2002). Mais de
nombreux facteurs de croissance
tels que la famille des FGF
(fibroblast growth factor), IGF
(Insulin-like growth factor) ou
TGF-B (Transforming Growth
factor), peuvent également
induire I’EMT (Thiery, 2002).
De  nombreuses  évidences
démontrent ainsi que tous ces
signaux sont responsables de la

dissémination d’une cellule de

carcinome unique a partir du site

de la tumeur primaire; mais,

Neture Reviews | Canoer plus généralement, 'EMT est

Figure 5. Modéle pour I’intravasation de cellules de également impliquée dans le
carcinomes mammaires

programme de

(Adapté d’aprés Condeelis et Segall, 2003)
Les cellules de carcinomes quittent le site primaire de la tumeur en dédifférenciation qui conduit &
adoptant un phénotype migratoire suite a des signaux envoyés par

leur environnement proche, dégradent la matrice autour d’elles puis
se détachent de la tumeur primaire. (Fig.5).

la malignité des carcinomes

Les cellules de carcinomes qui
acquiérent cette caractéristique invasive expriment tout particuliérement toute une batterie de génes
associés a la migration cellulaire qui leur permet de répondre aux différents facteurs se trouvant dans

I’environnement extracellulaire (Wang et al., 2004b; Yamaguchi et al,, 2005b). Dans le cas de
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carcinomes mammaires (notre modéle d’étude), la plupart des cellules qui quittent le site primaire se
retrouvent seules et adoptent une morphologie amiboide (Wang et al., 2002). Il n’est pas rare de
retrouver des fibres de la MEC en direction des vaisseaux sanguins, des autoroutes qu’empruntent
souvent les cellules pour atteindre la circulation sanguine (Yamaguchi et al., 2005b). Cette migration
directionnelle est induite soit par le relargage de facteurs chimiotactiques relargués par les vaisseaux
sanguins (produits par angiogenése) ou par des cellules avoisinantes. L’EGF en particulier (Epidermal
growth factor, dont I’expression de son récepteur et le comportement chimiotactique corrélent
parfaitement avec les aptitudes invasives de carcinomes mamhaires (Wang et al., 2004b; Wang et al.,
2002)), est considéré comme un facteur chimioattracteur clé (Fig.5). D’autres cellules semblent
soutenir le détachement des cellules tumorales de leur site primaire. En effet, la présence de
macrophages corréle avec les propriétés invasives de tumeurs et leur action se ferait de deux
maniéres : une action paracrine ol le macrophage sécréterait de I’EGF (stimulant les cellules
tumorales) et serait sensible a la sécrétion de CSF-1 (Colony stimulating Factor-1) par ces méme
cellules tumorales (Wyckoff et al., 2004), mais également par la capacité qu’ont les macrophages a
dégrader la MEC par leurs podosomes, créant ainsi un environnement favorable a la migration de
cellules tumorales (Fig.5). La dégradation de la MEC a I’aide de métalloprotéinases produit également
des facteurs chimiotactiques favorables a la migration cellulaire (Mott and Werb, 2004). Lors de la
croissance de la tumeur primaire, son grand besoin de nutriments déclenche des processus
d’angiogenése qui fournira 1’apport nécessaire a sa survie et a sa croissance. Ainsi, plutét qu’une
cellule qui migrerait a travers un tissu pour rejoindre un vaisseau sanguin, ce serait le vaisseau sanguin
qui viendrait a la cellule tumorale, une aubaine pour celle-ci qui profiterait de cette opportunité pour
traverser la paroi vasculaire et envahir des tissus lointains (Chambers et al., 2002). De fagon trés
intéressante, la microscopie sur cellules vivantes du déplacement cellulaire a permis de mettre en
évidence que les cellules migraient 10 fois plus vite in vivo qu’in vitro dans deux dimensions et 30 fois
plus vite sur des modéles en trois dimensions (Condeelis and Segall, 2003). Par ailleurs, la persistance

de la migration dans les modéles in vivo est également plus importante qu’in vitro.

b) L’intravasation

Par la suite, la ou les cellules qui ont quitté la masse tumorale doivent traverser la paroi vasculaire
pour se retrouver dans la circulation sanguine, mais aussi lymphatique, c’est ce que 1’on appelle
I’intravasation (Fig.5 et 6). S’ils entrent dans la circulation lymphatique, elles seront dirigées vers les
nodules lymphatiques ou elles pourront éventuellement proliférer. Cependant, il n’existe pas de route
directe menant de ces nodules aux sites privilégiés de formation de métastases (os, foie, poumon et
cerveau) et ces cellules seraient obligées de retraverser par la circulation sanguine pour atteindre leur
destination finale (Chambers et al.,, 2002). L’imagerie multiphotonique intravitale combine des
techniques optiques avancées dans le but d’acquérir, en temps réel, des images en 3 dimensions et a

haute résolution, de tissus marqués spécifiquement a 1’aide de protéines fluorescentes (Condeelis and
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Segall, 2003). Ces avancées technologiques ont permis de mettre en lumiére ces étapes précoces de la
formation de métastases que sont la dissémination et I’intravasation de cellules tumorales. Elles ont
notamment montré que le phénotype de migration des cellules tumorales changeait considérablement
au contact d’un vaisseau sanguin. Une étude menée en 2000 comparant deux lignées métastatiques ou
non, a mis en évidence que les cellules métastatiques étaient capables de se polariser au contact du
vaisseau sanguin (Wyckoff et al., 2000). Dans le but de migrer a travers cette barriére d’ECM formée
par la membrane basale des vaisseaux sanguins, les cellules doivent étre capables a la fois de
remodeler et dégrader la MEC. Pour ce faire, elles ont recours aux métalloprotéinases pour dégrader la
MEC mais surtout a la formation d’un invadopode, sorte de protrusion membranaire riche en actine et
dont la fonction semble équivalente au lamellipode observée dans un systéme 4 deux dimensions. Ces
invadopodes ont une forte activité de dégradation de la MEC et sont enrichis en molécules d’adhésion
formant les points focaux, en protéines régulatrices de l’actine, en protéases mais également en
protéines capables de remodeler la membrane plasmique (Yamaguchi et al., 2005a; Yamaguchi et al.,
2005b). La protéine ZBPvl est une protéine qui régule le ciblage de I’ARNm de I’actine vers I’avant de
la cellule, ot il pourra étre traduit localement pour permettre la polymérisation de l’actine et la
protrusion. Les cellules fortement métastatiques et capables de polariser au contact du vaisseau
sanguin en expriment des faibles niveaux (Shestakova et al., 2001). Les points focaux semblent étre
les précurseurs de ces invadopodes (Wang et al., 2004b) dont 1’élaboration est étroitement contrdlée
par la voie de signalisation de I’EGFR (Yamaguchi et al., 2005a). La cofiline, initiateur de la
polymérisation de 1’actine est, en effet, régulée par la signalisation de ’EGFR (DesMarais et al., 2005)
et détermine le site de polymeérisation de ’actine requis pour la maturation des invadopodes qui
traverseront la membrane basale du vaisseau pour se faufiler entre les cellules endothéliales et
musculaires lisses et atteindre la circulation sanguine (Yamaguchi et al., 2005a). Une fois la paroi
vasculaire traversée, les cellules sont inévitablement soumises au flux vasculaire. La encore, la
microscopie in vivo a permis de démontrer que des cellules non-métastatiques étaient plus susceptibles
de subir une fragmentation cellulaire de leurs pseudopodes qui furent évacués dans la circulation
sanguine (Wyckoff et al., 2000). Cette aptitude & résister au flux sanguin est conférée aux cellules
métastatiques par I’expression particulierement efficace de protéines structurales telles que la

cytokératine, mais également des protéines anti-apoptotiques (Condeelis and Segall, 2003).
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Figure 6. L’intravasation de cellules tumorales sur un modéle in vivo.

(Adapté d’aprés Condeelis and Segall, 2003 et Wang et al., 2002)

La premiére image montre le réseau d’ECM (violet) qui converge vers un vaisseau
sanguin formant une voie privilégiée pour les cellules tumorales (vert). Certaines
cellules convergent déja vers le vaisseau sanguin (fleche). L’image du dessous présente
la projection de sections d’une épaisseur totale de |80 pum, dans laquelle I’injection de
Rhodamine-dextran permet d’observer le vaisseau sanguin (rouge) et les cellules
tumorales se retrouvent en vert ou en jaune en fonction qu’elles soient a I’extérieur ou a
Pintérieur du vaisseau sanguin. On peut notamment observer que les cellules | et 2
présentent un corps cellulaire vert et des pseudopodes jaunes indiquant qu’elles entrent a
ce moment méme dans le vaisseau par intravasation.
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¢) L’extravasation et la croissance d’un seconde masse tumorale

Les cellules ayant réussi a atteindre la circulation sanguine se doivent maintenant de survivre et
d’atteindre un nouvel organe d’ou, par extravasation, elles quitteront le vaisseau sanguin pour envahir
le tissu choisi (Chambers et al., 2002). Ces dernieres étapes de la formation de métastases ont
également pu étre modélisées expérimentalement par I'injection de cellules cancéreuses directement,
ou de maniére orthotopique, dans la circulation sanguine. Ces méthodes ont notamment permis de
mettre en évidence que les MMP (Matrix Métalloprotéinases), dont la fonction principale avait été
attribuée dans les premicéres étapes de la métastasie jusqu’a I’extravasation, pouvaient également jouer
un rdle essentiel dans la croissance des cellules cancéreuses au niveau d’un site secondaire (Koop et
al., 1994). Mais quel est le signal qui dicte a la cellule cancéreuse de s’arréter, de traverser, tel un
leucocyte, la paroi vasculaire et d’envahir le tissu ? Certain types tumoraux montrent une spécificité
dans I’organe qu’elles vont envahir qui dépend a la fois de la cellule cancéreuse et des facteurs dans
I’environnement de I’organe combinant ainsi les théorise élaborées trés tot par le chirurgien anglais
Stephen Paget (1855-1926) et James Ewing (1866-1943), un pathologiste américain. Tout d’abord, des
facteurs mécaniques dépendant de la circulation sanguine vont déterminer vers quel organe les cellules
migreront en premier puis, dans un second temps, les caractéristiques propres de la cellule et du
capillaire (taille) conduiront a 1’arrét et I’extravasation de la cellule (Chambers et al., 2002). Les
poumons et le foie sont évidemment des organes privilégiés ou les cellules seront stoppées par
restriction de taille (Chambers et al., 2002; Paget, 1989). Alors que les cellules leucocytaires sont
capables de s’arréter par voie adhésive en empruntant les sélectines et les intégrines, des travaux
montrent que les cellules cancéreuses empruntent de préférence 1’arrét par restriction de taille
(Chambers et al., 2001). Cependant, certaines cellules cancéreuses sont capables de s’arréter par voie
adhésive dans les vaisseaux pré-capillaires du foie ou la taille du vaisseau excéde le diamétre de la
cellule cancéreuse et ou ’endothélium a préalablement été activé par la cytokine IL-1 (interleukine-1)
(Orr and Wang, 2001). Par la suite, une signature moléculaire entre la cellule cancéreuse et son
environnement d’accueil semble étre responsable de sa croissance. Pour exemple, des cellules de sein
ou de la prostate semblent croitre parfaitement dans ’environnement de ’os ou elles répondent
parfaitement a 1’expression, par les cellules cancéreuses elles-mémes ou par 1’environnement de 1’os,
de TGF-B (Mundy, 1997). Les facteurs tels que le TGF-p et -a, I'IGF-1 (Insulin-like growth factor-1),
I’EGF sont responsables de cette réponse proliférative. Ils auront une influence directe sur
I’expression génique de ces cellules en réponse a leur environnement et décideront ainsi de quelles
molécules d’adhésion ou de quelles protéases la cellule doit se munir pour envahir le tissu
correspondant (Chambers et al., 2002). Enfin, la croissance des cellules au niveau du site secondaire
est étroitement reliée a leur habileté a induire, soit une vascularisation leur permettant de proliférer,
soit ’entrée en phase de dormance ou des micrométastases indétectables peuvent survivre longtemps

avant d’entrainer un processus d’angiogenése (Fig. 7). L’hypoxie qui s’opére au sein de la tumeur en
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croissance est un facteur essentiel dans 1’induction de processus angiogéniques (Liao and Johnson,
2007). La formation de nouveaux vaisseaux sanguins au sein de la masse secondaire permet 1’apport
rapide d’oxygeéne et de métabolites nécessaires a sa croissance. En particulier, I’expression du facteur
VEGF (Vascular endothelial Growth factor) permet de stimuler a la fois la migration et la prolifération

de cellules endothéliales a I’origine de 1’angiogenése (Bergers and Benjamin, 2003)

Clinically undetectable Clinicalty
detectable
|

Extravasate

Figure 7. L’extravasation, la dormance et la prolifération de la seconde masse
tumorale
(Adapté d’aprés Chambers et al., 2003)

4. Les différents modes de migration cellulaire in vivo

Les processus d’invasion tumorale et de métastasie sont généralement vus comme une cellule se
détachant de la masse tumorale, entrant dans la circulation lymphatique ou sanguine et envahissant un
organe distant du site primaire. Cependant, I’étude in vitro et in vivo des processus de migration
cellulaire démontre que les cellules cancéreuses peuvent quitter la masse tumorale soit seules, en
utilisant un mode migratoire amiboide ou mésenchymale (fibroblastique), soit en paquets, chaines ou
agrégats, en utilisant une migration de type collective (Friedl and Wolf, 2003).

De maniére générale, les mécanismes moléculaires a la base de la migration dans un environnement en
3 dimensions sont sensiblement identiques & ceux découverts pour la migration en 2 dimensions mais
possedent une caractéristique différente et essentielle, la protéolyse. L’utilisation, in vitro, de
matériaux en 3 dimensions ainsi que l’observation in vivo a permis d’affiner les mécanismes
physiologiques de migration cellulaire (Even-Ram and Yamada, 2005; Fried] and Wolf, 2003). La
migration cellulaire est basée sur deux mécanismes principaux que sont la dynamique des points
focaux d’adhésion (Burridge and Chrzanowska-Wodicka, 1996) et la contraction et polymérisation
dépendant du complexe formé par ’actine et la myosine (Cramer, 1999). La cellule débute sa
migration par une phase de protrusion en lamellipodes, pseudopodes, filopodes ou simplement

renflements membranaires poussés par la polymérisation de I’actine. Des études récentes montrent
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cependant que le lamellipode tend a étre absent des structures retrouvées dans la migration en 3
dimensions (Beningo et al, 2004). La cellule entreprend alors des interactions avec la matrice
extracellulaire dans le but de former des points focaux d’adhésion & l'aide des intégrines qui
s’agrégent et permettent & la cellule de faire le lien entre la MEC et son cytosquelette d’actine. Les
cellules migrant dans des matériaux en 3 dimensions présentent une quantité importante de ces points
d’ancrage & la matrice (Even-Ram and Yamada, 2005). La matrice, outre son role dans ’ancrage de la
cellule, permet également d’apporter une information complémentaire capable d’induire des
processus de différentiation cellulaire nécessaires au développement tumoral. En effet, des fibroblastes
provenant d’un stroma associé d une tumeur sont capables de réarranger de maniére complexe la
matrice en 3 dimensions leur permettant de consolider ses changements morphologiques et génétiques
que ’on ne retrouve pas chez des fibroblastes normaux (Amatangelo et al.,, 2005). Des intégrines
différentes en fonction de la MEC sont recrutées au niveau des points focaux qui peuvent mirir de
complexes focaux en points focaux d’adhésion. On retrouve ainsi ’intégrine aS5Pl pour la
fibronectine, les intégrines a6fB1 et a6B4 pour la laminine, 1’intégrine avp3 capable de lier a la fois la
fibronectine et la vitronectine ou a2f1 qui lie le collagéne (Friedl and Wolf, 2003). Les petites
GTPases jouent alors un 10le essentiel a la fois dans la maturation des points focaux, la contractilité et
la tension comme RhoA (Ridley et al., 2003) alors que Rac sera impliquée dans la directionnalité de la
migration. Les cellules migrant dans des matériaux en 3 dimensions montrent de fagon surprenante
une plus forte directionnalité que les cellules migrant en 2 dimensions en partie due a leur faibles
niveaux d’expression de Rac (Pankov et al., 2005). Par la suite, la cellule recrute les protéases qui
permettent la dégradation de la MEC et qui s’associent souvent aux intégrines. Parmi elles, on
retrouve la séprase, MMP-1 et -2 ou la MT1-MMP qui dégradent la MEC et permettent a la cellule de
se frayer un chemin (Friedl and Wolf, 2003). Cependant, un débat existe actuellement concernant la
véritable utilité des protéases. Ce débat se nourrit des données contradictoires obtenues dans les
modéles en 3 dimensions ou les protéases ne sont pas toujours requises (Even-Ram and Yamada,
2005), par I’échec des traitements thérapeutiques visant les protéases dans différents essais cliniques
(Even-Ram and Yamada, 2005) et par I’observation in vivo ayant permis de constater que les cellules
tumorales étaient tout a fait capables de poursuivre leur migration aprés l’inhibition des protéases
(Fried! and Wolf, 2003). Cette observation s’expliquerait par I’aptitude qu’ont les cellules tumorales 4
changer de mode migratoire (voir plus loin). Les étapes de contraction cellulaire, par la voie de la
myosine II et de son complexe avec |’actine, permettent, & travers les points focaux, de générer une
force qui permettra a la cellule de rétracter sa partie arriére. Enfin, la cellule, par I'intermédiaire de
cette force, du recrutement de protéines spécialisées et de la présence également de certaines
protéases, désassemble ses points focaux a l’arriére de la cellule et recyclent ses intégrines pour les
rendre disponibles aux régions protrusives (Friedl and Wolf, 2003). 1l existe une corrélation inverse
entre la force d’adhésion médiée par les points focaux et la vitesse de migration. Plus précisément,

c’est le tumover des ces points focaux (étudié dans le manuscrit N°2) qui est le facteur limitant
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(Lauffenburger and Horwitz, 1996). 1l est cependant intéressant de noter que les cellules étudiées in
vivo en 2 dimensions présentent des points focaux plus matures que ceux observés en 3 dimensions
(Cukierman et al., 2001a). Mais nous avons ainsi rapidement pu voir que la machinerie utilisée dans la
migration de cellules normales ou en 2D est sensiblement identique a celle utilisée par les cellules
tumorales migrant en 3 dimensions. Comment les cellules migrent-elles & travers un tissu? Les
observations in vivo ont montré qu’elles pouvaient le faire de maniére solitaire ou en groupe et que ces
caractéristiques pouvaient corréler avec des types tumoraux. C’est ce que je vais tenter d’exposer dans

les paragraphes suivants.

a) Directionnelle ou mésenchymale

Les cellules provenant d’un compartiment multicellulaire perdent leurs contacts, se détachent et
migrent en cellules individuelles 4 travers le tissu conjonctif adjacent (Thiery, 2002). A partir du type
cellulaire, de I’engagement des intégrines, de la structure de son cytosquelette ou de la production de
protéase, une cellule individuelle peut adopter une migration directionnelle mésenchymale ou de type
amiboide. La migration de type mésenchymal est principalement empruntée par des fibrosarcomes,
des glioblastomes et des cancers épithéliaux qui se dédifférencient progressivement (Friedl and Wolf,
2003). Ces cellules adoptent une morphologie caractéristique des fibroblastes qui dépend de
I’interaction des intégrines avec la MEC et des forces générées aux deux extrémités de la cellule
(Cukierman et al., 2001b). Elles adoptent les bases moléculaires de la migration décrites dans le
premier paragraphe de ce chapitre. A la fois intégrines, MT1-MMP et autres protéases colocalisent 4 la
pointe des fibres de stress pour exécuter une protéolyse péricel.lulaire (d'Ortho, 1998; Wolf et al.,
2007). L’activation des protéases est essentielle au maintien de leur phénotype, aussi bien in vivo qu’in
vitro (Friedl and Wolf, 2003). Les points focaux présents sont larges et matures et se désassemblent
entre 10 et 120 minutes, provoquant des vélocités plutdt faibles sur des modéles de MEC en 3
dimensions (Friedl et al., 1998). Ce type de migration peut étre enrayé par I’inhibition des intégrines
mais également de Rho, ROCK ou de MLCK démontrant I’importance qu’y jouent les points focaux et
la contractilité régie par le complexe acto-myosine (Friedl and Wolf, 2003; Friedl et al., 1998). Ce
type de migration est également emprunté par une premiére cellule surnommée la « cellule-guérilla »
qui génére une « trainée » de cellules disposée en chaine. Celle-ci a notamment été observée lorsque
des agrégats de cellules de mélanomes ont été déposés 4 la surface d’un gel de collagéne en 3
dimensions (Friedl, 1997). Ces « files indiennes » de cellules sont caractéristiques de certaines
néoplasies épithéliales ou les contacts cellule-cellule et les mécanismes de communication entre

cellules seraient préservées.

b) Amiboide
La migration de type amiboide est entreprise par de nombreux types cellulaires aux propriétés

sensiblement moins adhésives tels que les lymphomes, les petites cellules de carcinomes de poumon
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ou méme les leucocytes (Devreotes and Zigmond, 1988) (Friedl and Wolf, 2003). Ce type de
migration s’est inspirée et tient son nom des travaux menés sur 1’amibe, Dictyostellum discoideum, qui
n’exprime ni intégrines, ni protéases (Hynes and Zhao, 2000). En effet, Dictyostellum est une cellule
elliptoide qui est capable de bouger a 1’aide de rapides cycles de contraction et d’expansion et qui
posséde des vertus extraordinaires de déformabilité et ne produit que des liens de faible affinité avec la
MEC (Devreotes and Zigmond, 1988). Ce type de migration différe sensiblement du type
mésenchymal car il est guidé par des contacts avec la MEC dont la force et la demi-vie sont trés courts
et ou les points focaux, les protéases et les fibres de stress sont absents et remplacés par des réseaux
corticaux d’actine (Friedl and Wolf, 2003). Cette morphologie leur permet d’éviter les réseaux
extracellulaires de MEC plutdt que de les dégrader, d’ou leur indépendance aux protéases. Ces cellules
adhérent trés faiblement au substrat, ce qui s’explique notamment par leur faible expression des
intégrines Bl et B3 (Falcioni, 1994), et sont en général plus véloces que les cellules & migration
mésenchymale. La figure 9 permet de récapituler les différentes caractéristiques de ces deux types de

migration empruntés par des cellules ayant quitté seul leur foyer primaire (Friedl, 2003).

Table 2 | Differonces in cellular and molecular migration mechanisms

Characteristic Messnchymal Amoeboid

Cell shape Esongated. florooiast like Roundish ‘elliptoid
fiengsh 50- 200 pm (lengtn 10-30 pm}

Growth in culture Adhesive Growth in suspension

Migration velocity Lawv (0.1 -1 pem/min} Low to high (0.1 -20 pméminy

Cell-matrix interactions Integrins and protcases focalize  Integrins and proteases are

non-focaized

Structure of actin cytosketeton Cortical and stress fiwes Conical

Adhesion foron generated High, fibre pulling and bundling  Low, minor fibre bending

Protechtic extracellulzr matrx remoddling  Presant to axtenswve Nat present

Cellular migration mechanism Traction dependent Propuisive, cytoplasmic streaming

Mechanism overooming matrix bamers Path generaton. formation of Path finding. propulsion and
proteoiytic ECM defects cytoplasmic forward flow

{'streaming’): squeezing through
namov: MQIoNs {constriction rng)
Prototypic non-neoplastic cell Fibrobiast, smocth-muscle oell Lymphocyte. neutrophil

Neopiastic cells. carcinama Fibrosarcoma. gliobiastoma, Lymphoma, smead-ced lung
defifferentiated epithalial cancer  carcinoma, small oad prostate cancar

Figure 8. Caractéristiques et différences des deux types principaux de migration de cellules
solitaires
(Adapté d’apres Fried] et al., 2003)
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¢) En « paquets »

Le mouvement collectif de cellules a été observé tout d’abord dans des phénomenes physiologiques
tels que la fermeture du tube neural lors du développement embryonnaire ou la formation des glandes
et conduits mammaires (Friedl and Wolf, 2003). Ces mouvements collectifs ont pu étre observés in
vitro dans des cultures primaires de mélanomes et ont révélé un phénotype surprenant (Film N°1 de
(Hegerfeldt et al., 2002)). Des cellules trés motiles se placent en meneur de peloton a I’avant de
’agrégat cellulaire et, par leur activité protrusive et tout en gardant contact avec les cellules
avoisinantes, générent une traction motile qui entraine toute la masse de cellules. L’intégrine 1 est
essentielle 4 ce processus et est empruntée par ces cellules motiles (Hegerfeldt et al., 2002), tout
comme |’expression de MT]1-MMP et de MMP-2 (Nabeshima, 2000). L’adhésion intercellulaire qui
existe dans ces groupes permet ’assemblage de filaments corticaux d’actine le long des jonctions
cellulaires constituant un puissant appareil contractile (Hegerfeldt et al., 2002). Deux types de
migration collective ont été observés. Le premier, que 1’on appellera migration en feuillets, est capable
d’orchestrer une invasion locale mais les cellules conservent un contact avec le site primaire alors que
le second, la migration en agrégats, se détache du site primaire et les cellules migrent en « paquets »
(Fig.9) (Friedl and
Wolf, 2003). Les

avantages de ces deux

types de migration
collective résident
principalement dans la
production massive de

facteurs pro-

migratoires et de
Nature Reviewa | Cancer
Figure 9. La plasticité des mécanismes d’invasion tumorale
(Adapté d’aprés Fried] and Wolf, 2003)
Les cellules tumorales invasives peuvent facilement s’adapter a toute protection des
variation dans leur programme de migration. L’inhibition des cadhérines peut,
par exemple, conduire a I’EMT et le détachement d’une cellule de son
« feuillet » et induire une migration de type mésenchymal. L’inhibition des assauts immunitaires
intégrines dans un agrégat de cellules en « paquets » permettra également le
détachement d’une cellule qui adoptera une migration de type amoeboide,
indépendante des protéases. La transition entre migration de type autres, les
mésenchymal et amoeboide peut également avoir lieu suite a la perte de
fonctions des protéases. Toutes ces modifications peuvent étre induites de
fagon pharmacologique mais peuvent aussi survenir de maniére spontanée au and  Wolf, 2003).
cours de la progression tumorale. Les

protéases et dans la

cellules centrales des

menés par, entre

lymphocytes (Friedl

cellules

tumorales motiles possédent une certaine plasticité qui leur permet de s’adapter rapidement a tout

changement (Fig.10). Cette caractéristique a été révélée par des résultats contradictoires selon les

types tumoraux étudiés de I'implication de molécules essentielles que sont les intégrines, les
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molécules d’adhésion intercellulaires et les protéases (Friedl and Wolf, 2003). Tout particuliérement,
les cellules peuvent facilement passer d'un mode mésenchymal & amiboide ap'rés abrogation des liens
intégrines-MEC, inhibition de protéases ou de la voie de signalisation Rho (Friedl and Wolf, 2003).
Tout récemment, ’activité des protéases a ét¢ impliquée dans une transition d’un type migratoire
solitaire & une migration collective (Wolf et al., 2007) démontrant encore une fois ’interdépendance
des divers types de migration cellulaire. Ces résultats mettent en lumiére la complexité des approches
thérapeutiques que 1’on se doit d’élaborer pour tenter d’éradiquer ou, au moins, freiner ces processus

et justifient le grand intérét qui est porté a I’étude de la migration cellulaire.

5. La Matrice Extracellulaire (MEC)

a) Importance physiologique
La matrice extracellulaire (MEC) joue un rdle essentiel dans |’architecture, le support, I’homéostasie
et 1a force des tissus et des organes. Au cours de 1’évolution, la MEC est apparue avec 1’avénement des
animaux multicellulaires invertébrés et se composait principalement de collagénes, protéoglycans et de
glycoprotéines. Les autres domaines de protéines de la MEC ne sont apparus que plus tard et les
domaines protéiques ancestraux furent génétiquement réarrangés en nouvelles protéines dont la
fonction de certaines reste toujours & découvrir (Tanzer, 2006). La MEC se compose de protéines
structurales spécialisées (comme le collagene, I'élastine, la laminine et la fibronectine), de
protéoglycans (comme le perlecan), de glycosaminoglycans, de sels et d’eau (Bosman and
Stamenkovic, 2003) La MEC joue un role essentiel dans le contrdle du comportement cellulaire et
fournit une charpente solide pour 1’adhésion cellulaire et le développement tissulaire (Hynes and Zhao,
2000). Elle constitue également la premiére barriére contre I’invasion cellulaire lors de la croissance
tumorale, la métastasie et ’angiogenése. La surface cellulaire de tout type cellulaire posséde deux
perspectives : soit une membrane basale qui confére a la cellule une polarisation et une orientation
précise au sein de son tissu ou organe, soit une matrice interstitielle (Tanzer, 2006). Ces cellules se
reposent principalement sur les intégrines pour la reconnaissance des composants extracellulaires ; ces
récepteurs transmembranaires permettront de transférer des signaux extracellulaires qui contr6leront a
la fois la forme et la motilité cellulaire. Les intégrines sont aussi capables d’initier I’assemblage de la
MEC a la surface des cellules et de transmettre des forces biomécaniques entre la cellule et la celle-ci
capables de réguler 4 la fois |’expression des génes, la migration et la prolifération cellulaire (Geiger et
al.,, 200la; Hynes, 2002). Les prdportions relatives des composantes fibreuses et non-fibreuses
conférent et dictent les propriétés physiques générales des protéines de la MEC. Il en est de méme
pour leur diamétre et la maniére dont les fibres sont « tressées » ainsi que 1’organisation des parties

non-fibreuses (Tanzer, 2006).
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b) Les protéoglycans
Les protéoglycans forment une famille de protéines de la MEC dont les fonctions principales vont
de « piége» a facteur de croissance (voir manuscrit N°4) a modulateurs des processus de
développement, mais ils participent également & un rdle de reconnaissance & la surface de la cellule.
Le clonage moléculaire a pefmis la découverte de familles de protéoglycans. Parmi elles, on retrouve
la famille des lecticans regroupant 1’aggrecan, le brevican, le versican et le neurocan. Ces protéines se
caractérisent par la liaison d’acide hyaluronique 4 leur extrémité N-terminale et d’un domaine
sélectine 4 leur extrémité C-terminale. Les lecticans lient préférentiellement les chaines de
glycosaminoglycans (GAG) suivantes : le chondroitin sulfate mais également quelques chaines dans,
un moindre nombre, de keratan sulfate.
Une autre famille composée de la décorine, du biglycan, de la fibromoduline et du kératocan se
caractérise par un noyau protéique composé de domaines riches en leucine (leucine-rich repeats) et
sont décorés de chondroitin/dermatan sulfate ou de keratan sulfate et assistent l’organisation des
réseaux fibrillaires de collagéne.
Les GAG sont de longues chaines de polysaccharides non ramifiées qui sont classifiés en 4 groupes en
fonction de la composition de leurs résidus glucidiques, du type de liaison entre ces résidus, du
nombre et de la position des groupements sulfate ; ’acide hyaluronique, le chondroitine sulfate, le
dermatane sulfate, I’héparan sulfate, 1’héparine et le kératane sulfate. A I’exception de 1’acide
hyaluronique, tous les GAG se lient de fagon covalente 4 un noyau protéique pour former les
protéoglycans. La liaison de protéines aux GAG peut conduire a leur immobilisation, la régulation de
I’activité enzymatique, la liaison de ligands & leur récepteur et la protection contre la dégradation. Les
chaines de GAG peuvent également jouer des roles vitaux : ainsi, !'héparine lie I’anti-thrombine et
inhibe la coagulation sanguine.
On retrouve également des protéoglycans membranaires dont la protéine posséde soit un domaine
transmembranaire, soit un ancrage GPI (Glycosylphosphatidylinositol) et contiennent majoritairement
de I’heparan sulfate (glypican) associé ou non a du chondroitine sulfate (syndecans et betaglycans).
Seuls le CD44 et NG2 ne possedent que du chondroitine sulfate. Ces protéoglycans membranaires
lient les facteurs de croissance et leurs récepteurs et modulent la signalisation résultante. Les
syndecans lient toute une batterie de facteurs de croissance et modulent des activités telles que
I’adhésion, la migration, la prolifération et la différentiation cellulaire (Iozzo, 1998; Kramer and Yost,

2003; Tanzer, 2006).



L. Introduction

c) Les protéines structurales spécialisées : le collagéne, la laminine et la

fibronectine

(1) Le collagéne

Les fibrilles de collagéne représentent la source principale de force de tension dans les tissus animaux
et leur conférent forme et morphologie. Ces fibrilles possédent une périodicité axiale de 67 nm,
peuvent compter plusieurs millimétres de longueur et ont un diamétre entre quelques nanométres et
500 nm (en fonction du tissu et du stade de développement). Ils ont arrangés en réseaux
tridimensionnels élaborés tels que des paquets paralléles (tendons et ligaments), des treillis
orthogonaux (dans la comée) ou des nattes concentriques (0s). Synthétisées et sdcrétées par les
fibroblastes, les molécules de collagéne pourraient s’auto-assembler dans la MEC mais des évidences
récentes tendent 4 démontrer que 1’assemblage peut avoir lieu dés sa synthése au niveau intracellulaire
et au niveau de la membrane plasmique (Canty and Kadler, 2005).

Les molécules de collagéne, les plus abondantes de la MEC, sont des molécules trimériques au sein
desquelles chaque chaine comprend le motif répété Gly-X-Y (ou X et Y représentent le plus souvent la
proline et I’hydroxyproline (van der Rest and Garrone, 1991)). Ce triplet résulte en une hélice gauche
qui peut s’enrouler autour des deux autres hélices pour former une structure hélicoidale rigide a 3 brins
qui, selon le type de collagéne, est homo- ou hétérotrimériques. A ce jour, il existe 27 types différents
de collagéne mais seuls les collagénes I, IL, III, V et X1 sont fibrillaires (Boot-Handford and Tuckwell,
2003). Ceux-ci se caractérisent par un domaine a triple hélice, long de 300 nm, décoré par deux
extrémités propeptidiques globulaires en région N- et C-terminale. L’action de deux protéinases sur
ces propeptides permettra leur élimination et 1’assemblage de ces molécules en cédbles hautement
organisés, les fibrilles (Fig.10). A

Au cours des étapes précoces de dépdt de tissu conjonctif, la membrane plasmique des fibroblastes en
voie de sécrétion de fibrilles de collagéne est fortement alambiquée et des sections transversales a
travers des tendons, de la comée ou de la peau, montrent de fagon évidente des fibrilles entiers a
I’intérieur du cytoplasme (Ploetz et al., 1991).

1’assemblage de collagene peut &tre reconstitué in vitro et dépend de 1’assemblage en fibrilles de la
fibronectine. En effet, ’application d’un anticorps dirigé contre un fragment de la fibronectine connu
pour lier le collagéne inhibe 4 la fois la fibrillogenése de la FN et du collagéne (McDonald et al.,
1982). Par ailleurs, I’assemblage en fibrilles de collagéne produit par des fibroblastes FN-/- requiert
I’addition de FN exogéne et peut étre amplifié par transfection d’intégrines connues pour lier le
collagéne (al1p1 et a2Pl) (Velling et al., 2002). Ainsi, comme la FN, I’assemblage du collagéne en
fibrilles peut se faire a la surface cellulaire et tous deux peuvent étre bloqués par un anticorps dirigé
contre I’intégrine liant la FN, ’intégrine a5B1. Par contre, bloquer ’intégrine @231 n’inhibe que la
fibrillogenése du collagéne. En conclusion, ces résultats suggérent que la fibrillogenése du collagéne,

in vitro, est en aval de celle de la FN et implique des protéines de surface telles que les intégrines.
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Figure 10. Les étapes de fibrillogenése du collagéne au cours de sa synthése par les
fibroblastes
(Adapté d’aprés Canty and Kadler, 2005)

(2) La laminine
Les laminines forment une famille de glycoprotéines entrant dans la composition de la MEC, leur
structure hétérotrimérique cruciforme est constituée de 3 chalnes polypeptidiques (o, et v), chacune
d’elles étant codée par son propre géne {Tanzer, 2006). A ce jour, 5 chaines a, 3P et 3y ont été
identifiées, formant jusqu’a 15 isoformes distinctes de laminine. Certaines d’entre elles sont présentées

dans la figure 11 (Miner and Yurchenco, 2004). Les laminines interagissent avec des molécules de la
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surface cellulaire telles que le dystroglycan ou les intégrines, de telle sorte & attacher les cellules a la
MEC ; elles participent ainsi & de nombreuses fonctions cellulaires. Parmi elles, on compte la
différentiation cellulaire, la prolifération et la motilité, I’ancrage et la mort cellulaire. Elles sont
¢galement essentielles a la transmission de signaux entre les cellules et jouent ainsi un réle de
modulateurs de ’homéostasie cellulaire (Paez et al., 2007).

Les laminines sont les molécules majeures de la membrane basale, dont la structure et la composition
sont indispensables au maintien de I’architecture tissulaire. De plus, la membrane basale confére aux
tissus une stabilité mécanique et agit en véritable barriére protectrice contre I’invasion cellulaire. Cette

membrane est composée principalement de laminines, mais aussi de collagéne de type [V, XV, XVIII
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(adapté d’aprés Miner and Yurchenco, 2004) Yurchenco, 2000).

(3) La fibronectine

La fibronectine (FN) est une protéine majeure de la MEC. Son expression est indispensable au
développement des vertébrés car sa perte est létale dés les premiers stades embryonnaires, en partie a
cause de déficiences dans la migration et la formation du mésoderme (George et al., 1993). Cette
protéine abondante et ubiquitaire est organisée en réseau fibrillaire complexe a travers des interactions
avec des récepteurs de la surface cellulaire (Hynes, 1990). La matrice de FN est utile a de nombreux
mécanismes cellulaires tels 1’adhésion, la prolifération, I’apoptose et la migration cellulaire. 11 existe
deux types de FN, la FN cellulaire et la FN plasmatique. Alors que la premicre est associée aux
cellules et capable de former des réseaux fibrillaires, la seconde, synthétisée par les hépatocytes, reste

sous forme soluble et dimérique et se retrouve en concentration élevée dans le plasma sanguin (300

30



L. Introduction

pg/ml). A I’aide d’un systéme de Knock-out conditionnel Cre-LoxP, une étude a pu montrer que la FN
plasmatique contribuait intensivement 4 la survie neuronale suite & une ischémie cérébrale, mais
n’était pas indispensable a des processus de cicatrisation et d’homeéostasie tissulaire (Sakai et al,,
2001). '

De nombreux types cellulaires sécretent IE} FN cellulaire que nous nommerons simplement FN. Elle est
sécrétée sous une forme dimérique, dont les 2 sous-unités de 230-270 kDa sont liées par un pont
disulfure (Mao and Schwarzbauer, 2005a). Chaque sous-unité se compose de 3 types de modules
répétitifs I, II et I (Fig.12) au nombre de 12 pour le module I, 2 pour le II et de 15 a4 17 pour le
module III selon I’épissage alternatif qu’aura subi la protéine (Hynes, 1990; Pankov and Yamada,
2002). En effet, bien que la FN ne soit le produit que d’un seul gene, la protéine résultante existe sous
des formes multiples qui proviennent de 1’épissage alternatif de son ARNm capable de générer pas
moins de 20 protéines différentes chez les humains. Les principales modifications se situent au niveau
des domaines II1; et I1I}s qui meénent a la formation des domaines EDA et EDB (ED pour extracellular
domain). Cet épissage alternatif génére ainsi un grand nombre de variantes de la FN avec des
propriétés adhésives, de liaison aux ligands et de solubilité qui leurs sont propres. Ces propriétés
permettent aux cellules d’altérer la composition de leur MEC d’une maniére spécifique au tissu et au
stade de développement (Pankov and Yamada, 2002).

La FN peut étre liée par une douzaine des membres de la famille des intégrines dont la principale est
I’intégrine a5B1 (Plow et al., 2000). Mais elle lie également des molécules telles que 1’héparine, le
collagéne/gélatine, la fibrine, le fibrinogéne et le facteur XI[la. De nombreuses analyses tentent, jour
aprés jour, de caractériser les régions impliquées dans la liaison aux ligands. Elles définissent des
régions minimales de liaison aux intégrines dont la plus connue est la région composée des 3 acides
aminés suivants, RGD, et qui se trouve dans le domaine III;4 (Fig.12). Un second site de liaison aux
intégrines est localisé dans le domaine III9 et nommé le site synergique (PHSRN), il promeut
I’interaction spécifique entre 1’intégrine a531 et la FN en favorisant des interactions avec ’unité o5,
alors que le site RGD lie préférentiellement la sous-unité B1. Mais ce ne sont pas les seuls sites de
liaison pour I'intégrine a3B1 (Pankov and Yamada, 2002). L’élucidation de ces sites de liaison aux
intégrines, ainsi que d’autres domaines fonctionnels, a été permis par la découverte que toutes les FN
ne sont clivées qu’a des sites particuliers quand elle sont soumises a des digestions protéolytiques
contrdlées (Hynes, 1990).

Les FN sont également glycosylées et contiennent de 4 a 9% de sucres selon la source cellulaire. Les
sites de N- et O-glycosylation résident principalement dans les modules III et dans le site de liaison au
collagéne. Le rdle physiologique de cette glycosylation n’est pas clair, mais il semble qu’elle soit
essentielle 4 sa protection contre I’hydrolyse et module son affinité envers certains substrats,

La FN, a travers des interactions avec ses différents partenaires, entreprend ainsi une métamorphose en

réseau fibrillaire qui nécessite une activation conformationnelle de sa part, ainsi que la participation du

31



I. Introduction

cytosquelette de la cellule. Ces changements conformationnels vont exposer des sites de liaison inter-
FN et promouvoir des interactions intermoléculaires nécessaires a la formation des fibrilles (Mao and

Schwarzbauer, 20052). Cet aspect a été |’objet d’une partie de mes études (Manuscrit N°1).

Assembly
FN PN
Fibrin_ coliagen  FN N Cell I:-Iepanr:l
HILITOS00E08COM0E00 IO ;
H
70 kDa fragment Synerg/y RGD cs1

Figure 12. Les différents domaines de la FN
(Adapté d’aprés Mao and Schwarzbauer, 2005)

6. Les intégrines : Outside-in et Inside-out

a) Définition, structure, fonction
Les intégrines sont des glycoprotéines transmembranaires qui contrlent a la fois 1’adhésion
intercellulaire, ’adhésion de la cellule a la MEC et les interactions complexes de la cellule avec cette
matrice (Aplin et al., 1998). Ces sont des hétérodiméres composés de 2 sous-unités o et B3, li€es de
fagon non-covalente. Il existe & ce jour 18 unités o et 8 unités P, capables de s’assembler en 24
hétérodiméres différents, bien que cela puisse théoriquement donner naissance a plus de 100
hétérodiméres différents. Ces hétérodiméres se forment a travers une interface protéine-protéine entre
I’hélice B de la sous-unité o et le domaine l-like de la sous-inté B qui explique les spécificités
d’association entre les différentes sous-unités. Chacun de ces hétérodiméres posséde une spécificité de
substrat pour les différentes protéines de la MEC. La plupart des sous-unités o peuvent s’associer
avec une sous-unité (3 unique, définissant des sous-familles qui possédent une sous-unité 3 commune.
La majorité des intégrines appartient notamment a la famille des intégrines 1, appelée également
sous-famille des antigénes a activation tardive (Very Late Activating: VLA). La terminologie
« intégrine » a été utilisée pour la premiére fois en 1987 par le Dr Hynes pour décrire une famille
structurale, immunochimique et fonctionnelle de récepteurs membranaires hétérodimériques intégrant
la MEC et le cytosquelette lors de 1’adhésion et de la migration cellulaire (Hynes, 1987). Ce papier
était le fruit d’une convergence de nombreux domaines vers ces molécules observée par le Dr Hynes
au cours d’une conférence Gordon en 1987 et a déja été cité plus de 3000 fois (Hynes, 2004). Chaque
sous-unité des intégrines posséde un large domaine extracellulaire, un domaine transmembranaire et
une petite queue cytoplasmique (sauf pour I'intégrine B4) qui leur conférent un ligand intra- et
extracellulaire formant un lien transmembranaire pour la transmission bidirectionnelle de forces

mécaniques et de signaux biochimiques a travers la membrane plasmique.
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Cette caractéristique essentielle de signalisation bidirectionnelle des intégrines a donné lieu a la

terminologie « Inside-out » et « Outside-in » (Aplin et al., 1998). En effet, la signalisation « Outside-

in» se caractérise par ’effet de la liaison du ligand sur I’interaction de |’intégrine avec ses

composantes cytosoliques, alors que la signalisation « Inside-out» est I'effet de la liaison des

protéines cytosoliques aux parties intracellulaires de I’intégrine sur son aptitude a lier le ligand. Ces

étapes passent par « l’activation » des intégrines qui sont les mécanismes désignés pour faciliter

'interaction de I’intégrine avec son ligand par une augmentation de son avidité ou de son affinité. Ce

domaine d’études regroupe et attire un nombre exponentiel d’équipes désireuses de comprendre les

mécanismes régulateurs de ces étapes et ont, a ce jour, établi 3 conformations majeures adoptées par
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Figure 13. Architecture des intégrines et changement
conformationnels associés a la regulation de leur affinité
(Adapté d’aprés Luo and Springer, 2006)

les intégrines (Luo and

Springer, 2006) (Fig.13). Une

conformation  pliée  qui
représente I’état
physiologique  de  faible
affinité (inactive), un état

semi-activé de haute-affinité
au cours d’une phase de
«priming » qui reléve les
bras  extracellulaires  de
Iintégrine (amorcée) et une
phase de liaison au ligand qui
éloignent les deux sous-unités
I’'une de I’autre (active) (Luo
and Springer, 2006; Mould
and Humpbhries, 2004).

Les intégrines sont des
métalloprotéines contenant 3
a 5 sites de liaison,
activateurs ou inhibiteurs, a

faible affinité pour les cations

divalents. Alors que le Mg**
ou le Mn* aura la majorité
du temps une action

activatrice de D’intégrine,

I’ion Ca2+ sera lui plutét associé 4 une inhibition de la liaison du ligand (Leitinger et al., 2000). Les

cations divalents lient les intégrines au niveau de deux domaines structurellement différents : les
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domaines EF-hand-like, communs & un grand nombre de protéines liant le calcium, présents sur les
sous-unités a, et un motif MIDAS (metal ion-dependent adhesion site) présent & la fois sur les sous-
unités o et B et qui peut lier le Mg”* ou le Mn®".

L’état @’ activation peut différer en fonction des intégrines qui contiennent ou non dans leur sous-unité
o le domaine I qui est un domaine d’insertion (I) présent dans un tonneau a 7 feuillets . Il est présent
dans 9 des 18 sous-unités o connues et, fait remarquable, capable de lier les ligands d’une maniére
similaire 4 celle du récepteur intact (Springer, 1997; Tuckwell et al., 1995). Les sous-unités B, d’aprés
leur structure secondaire, possédent un domaine I structurellement homologue nommé le domaine B-I-
like (Tuckwell et al., 1995). Comme on peut le voir dans la figure 13, ces domaines sont critiques dans
la transmission du signal par les intégrines, car c¢’est lui qui lie le ligand, peu importe sa présence ou
non dans la sous-unité o (Luo and Springer, 2006). Il faut cependant noter que d’autres études
suggérent que le ligand lie a la fois les sous-unités o et B. Un résidu acide du ligand liera le motif
MIDAS de la sous-unité B alors que les résidus avoisinants (par exemple Arg dans la séquence RGD)
lie une poche formée par la sous-unité a. Ceci a notamment pu étre démontré par I’insertion d’un
ligand mimétique RGD cyclique dans des cristaux de I’intégrine avp3 qui montre que Arg lie I’hélice
B de la sous-unité o alors que I’ Asp liera un ion métallique dans le domaine MIDAS de la sous-unité

B3 {Xiong, 2002 #1061}.

b) Régulation Inside-out des interactions MEC/intégrines

Les données récentes des travaux sur l’activation des intégrines ont mis en lumiére I’action
indispensable d’une protéine cytoplasmique, la taline.

Alors que le domaine intracytoplasmique de la sous-unité B est responsable de la majorité des
mécanismes d’activation des intégrines, celle de la sous-unité « ne semble jouer qu’un rdle régulateur.
Les modifications extracellulaires rendant la liaison au ligand possible ont largement été étudiées et
sont initiées par des modifications intracellulaires (Luo and Springer, 2006). Une étude récente a mis
fin 4 un long débat destiné a discuter la possibilité de liaison du ligand par la conformation repliée de
I’intégrine, en l’occurrence !’intégrine avB3: la conformation repliée de cette intégrine peut
effectivement lier un ligand physiologique par I’intermédiaire des ions Mn®" (Adair et al., 2005). Cette
étude ne révéle néanmoins pas si cette intégrine est activée par des mécanismes Inside-out mais
démontre la nécessité de petits changements conformationnels locaux précédemment observés (Xiong
et al., 2003). L habileté que possede cette intégrine a lier de maniére stable le ligand dans sa position
repliée peut avoir des conséquences sur |’internalisation, ’interaction du ligand avec des corécepteurs,
’assemblage de microfibrilles ou le remodelage de la MEC. Néanmoins, la taline est une molécule qui
lie le domaine cytoplasmique de la sous-unité § des intégrines a travers un domaine structurellement

conservé PTB (pour phosphotyrosine-binding domain) (Calderwood et al., 2002). La liaison de la
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taline permet ’activation des intégrines, mais par quel mécanisme ? Il existe dans les parties proches
de la membrane des domaines cytoplasmiques un couplage entre les 2 sous-unités & travers un résidu
Arg et un résidu Asp qui conservent les 2 sous-unités et 1’intégrine dans un état inactif (Ginsberg et al.,
2005). La liaison de la taline permet de rompre cette fermeture entre les sous-unités o et § conduisant
a la séparation des deux queues cytoplasmiques et, par conséquent, & ’activation de !’intégrine.
L’évidence structurale de ce phénomeéne a récemment été apportée (Wegener et al., 2007) : on peut y
découvrir que la taline interagit avec des domaines spécifiques de la sous-unité § pour induire son
activation. Mais pour que ce signal d’activation puisse se propager & travers la membrane plasmique, il
doit traverser les domaines transmembranaires des intégrines. En effet, les hélices transmembranaires
des intégrines inactives présentent un motif répétitif et périodique démontrant que les hélices
transmembranaires interagissent dans la conformation inactive pour finalement s’éloigner dans leur
conformation active. Cette étude a en effet utilisée la technique du « di-sulfide scanning» pour
démontrer une orientation préférentielle des hélices transmembranaires dans la conformation fermée
(Luo et al., 2004). Les interactions retrouvées entre les hélices dans 1’état inactif sont de type Van Der
Waals, maijs I’évidence n’a pas été apportée concernant leur role dans la régulation de ’intégrine.
Elles pourraient tout simplement contribuer au maintien de cette fermeture qui existe entre les
domaines cytoplasmiques des 2 sous-unités (Ginsberg et al., 2005). Ainsi, I’interaction de la taline
avec les domaines cytoplasmiques des intégrines induit un raccourcissement et un empaquetage des
domaines transmembranaires des intégrines qui se répercuteraient sur les domaines extracellulaires et

I’activation de I’intégrine, 1’Inside-out.

¢) Outside-in
La signalisation Outside-in médiée par les intégrines met en jeu de nombreux intermédiaires
moléculaires parmi lesquels on retrouve enzymes (FAK, Src, Ras et Rho GTPases) et protéines
adaptatrices (Cas/Crk, paxillin, Vinculin) qui s’assemblent au sein de structures d’adhésion
dynamiques regroupant les complexes focaux (FC), les adhésions focales (FA) et les podosomes
(Linder and Kopp, 2005; Zaidel-Bar et al., 2004). La liaison de l’intégrine & son ligand initie
probablement la signalisation Outside-in en induisant un changement conformationnel qui se propage
dans le sens inverse le long des domaines transmembranaires et des domaines cytoplasmiques et, dans
un second temps, une micro-agrégation des intégrines (Ginsberg et al., 2005). Cette seconde étape est
trés probablement favorisée par I’homo-oligomérisation des domaines transmembranaires ainsi que la
diffusion latérale des intégrines (Partridge et al., 2005, Wiseman et al., 2004). Dans cette derniére
étude, la micro-agrégation de I’intégrine o531 a été détectée dans des cellules CHO adhérant sur de la
FN par une technique avancée de microscopie (image correlation microscopy). L’ utilisation de billes
recouvertes soit d’un ligand, soit d’un anticorps interagissant avec les intégrines, a permis de mettre en
évidence I’importance de ’agrégation des intégrines dans la formation des complexes intracellulaires

et la mise en place d’un lien avec I’actine par I’intermédiaire de fibres de stress. En effet, ’activation
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de I'intégrine a5B 1 par le peptide RGD était capable de recruter ’intégrine et son complexe au niveau
des FA mais cette liaison n’induisait qu’un faible recrutement des protéines du cytosquelette et une
signalisation par les tyrosines kinases minimale. L’équipe du Dr Yamada a montré que ’agrégation
des intégrines provoque a la fois le recrutement et I’activation de la tyrosine kinase FAK (Focal
adhesion kinase), mais également celui de protéines du cytosquelette autres que la tensine.
L’agrégation des intégrines indépendamment du ligand génére une faible phosphorylation de FAK
ainsi qu’une faible activation de la voie Erk sans recruter des protéines du cytosquelette. Cependant,
en présence de ligand (RGD peptide), 1’agrégation des intégrines entraine le recrutement-de la Taline
ainsi que la liaison avec le cytosquelette accompagné d’une forte stimulation de la phosphorylation de
la FAK (Miyamoto et al., 1995a). Combiner |’ « occupation », 1'agrégation et la phosphorylation sur
résidus tyrosine induit I’effet maximal de la maturation des FA incluant I’accumulation de F-actine et
I’association des protéines du cytosquelette dans un complexe cytosquelette-signalisation. Ceci a
également été observé pour le recrutement et 1’activation de c-Src et Syk. c-Src peut méme lier
directement le domaine cytoplasmiqué de I’intégrine B3 aprés liaison du ligand et affecte de nombreux
processus cellulaires tels que 1’étalement cellulaire de fibroblastes (Ginsberg et al., 2005). Une autre
kinase lie directement les intégrines Bl et B3 aprés liaison du ligand, 'ILK (pour Integrin-linked
kinase), qui est capable de phosphoryler une dizaine de protéines dont I’intégrine B1 (Hannigan et al.,
2005). Mais [’activation des intégrines recrute non seulement des kinases (FAK, ILK, Src, Syk,
Fyn...), mais aussi des phosphatases telles que PTP-1B dont le mode d’action pourrait s’avérer
régulateur de ’activité de Src par son activité phosphatase sur le résidu tyrosine 529 de Src (Arias-
Salgado et al., 2003). _

Comme cité précédemment, la signalisation Qutside-in est impliquée dans le recrutement de protéines
du cytosquelette. Mais dans quel intérét ? Dans le simple but de générer des forces sur ces structures
mécaniquement stables que représentent les complexes MEC-intégrine-cytosquelette nécessaires a la
migration cellulaire. Ce phénomeéne repose sur la faculté de renforcement de ces structures qui
permettent au cytosquelette de s’affranchir de la solidit¢ du lien MEC-intégrine-cytosquelette au
moment de la génération des forces. Des travaux élégants de I’équipe du Dr. Sheetz ont pu révéler que
la cellule était capable de répondre a la force et la rigidité de la MEC par un renforcément des liens
entre les intégrines et le cytosquelette. Ce phénoméne était absent lorsque les billes utilisées pour
générer les forces n’étaient pas recouvertes de ligand (FN) démontrant que la force du lien intégrine-
cytosquelette dépend de la rigidité de la MEC et de sa composition biochimique (Choquet et al.,
1997). Cette propriété aura également des répercussions sur la dynamique des sites d’adhésion et la
migration cellulaire. Par ailleurs, outre la force, c’est également I’espacement entres les nombreux
ligands (RGD), et donc I’association latérale des ligands et des intégrines, qui doit étre optimale pour

permettre la formation de ces FA, 1’étalement et la motilité cellulaire (Cavalcanti-Adam et al., 2007).
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Nous avons pu voir que les récentes avancées dans les domaines de la biochimie, de la biophysique et
de la biologie structurale ont permis [’affinement des connaissances sur la signalisation
bidirectionnelle a travers la membrane plasmique. Ces travaux démontrent que la régulation de
Iaffinité conformationnelle est essentielle dans la premiére étape d’activation de I’intégrine (priming
ou Inside-out) alors que la redistribution latérale permet de renforcer ’adhésion. Par ailleurs, des
modifications conformationnelles et une agrégation latérale sont nécessaires a la transmission du
signal vers l’inténeur de la cellule (MEC-intégrine-cytosquelette ou Outside-in). La signalisation
intracellulaire et la liaison du ligand sont intimement régulées par des variations dans 1’équilibre qui
existe entre toutes ces états conformationnels qu’adoptent les intégrines et non pas par le blocage de
I’intégrine dans une conformation spécifique (Luo and Springer, 2006). Dans la prochaine partie, je
vais rapidement exposer 1’état des connaissances sur la glycosylation des intégrines dont les termes
structuraux et le role qu’elle peut jouer dans cette signalisation bidirectionnelle ont faiblement été

étudiés, ce qui a motivé une partie de mes travaux.

d) Glycosylation des intégrines

L’une des altérations biochimiques les plus fréquentes associée a la tumorigenése et la métastasie est
une expression et/ou structure altérée et amplifiée des groupements carbohydratés complexes. En
particulier, une étude menée par notre collaborateur démontra en 1987 que I’expression
d’oligosaccharides complexes corrélait positivement avec le potentiel métastasique des cellules
(Dennis et al., 1987). L’enzyme impliquée dans cette étude et a |’origine des oligosaccharides

retrouvés 2 la surface des cellules

<+— fi-propeiler repeats —» est une enzyme golgienne

impliquée dans la glycosylation
ab des intégrines. En effet, les
intégrines, notamment les a3f] et
a5B1, possédent respectivement
14 et 12 sites potentiels de
glycosylation sur résidus
Asparagine sur les chaines o et Bl
| botentia sie for N-givcosylation (Gu and Taniguchi, 2004) (Figure
14). Finalement, 35 structures

Figure 14. Sites potentiels de glycosylation de I’intégrine
asSB1 oligosaccharidiques ont pu étre

(Adapté d’aprés Gu and Taniguchi, 2004) identifiées sur I’intégrine aS5pl
(Nakagawa et al., 1996). Une
étude menée par 1’équipe du Dr Springer a pu mettre en évidence ’importance de la glycosylation au

niveau structural par I’introduction d’un site de glycosylation dans les intégrines Bl et B3 dans I’idée
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d’augmenter leur affinité pour le ligand. L’introduction d’un résidu thréonine a la position 305 créa un
site potentiel de glycosylation au niveau de 1’asparagine 303, un résidu localisé a ’interface entre les
domaines hybrides et I-like de la sous-unité (§ des intégrines. La N-glycosylation force ces domaines 2
s’ouvrir. En effet, les deux sous-unités présentérent une augmentation significative de leur affinité
pour un ligand physiologique et de ’adhésion, suugérant que la glycosylation joue éventuellement un
réle dans I’activation des intégrines (Luo et al., 2003). Plus tard, la méme forme mutée de I’intégrine
B3 présenta une augmentation significative de son agrégation, nécessaire a la maturation des
complexes qu’elles forment (Cluzel et al., 2005a). Des expériences de mutagénése dirigée au niveau
de sites putatifs de N-glycosylation dans 1’intégrine a5 réduisent de maniére significative son poids
moléculaire, mais surtout retiennent ’intégrine dans le réticulum endoplasmique, bloquant son
hétérodimérisation et son expression a la surface cellulaire (Isaji et al., 2006). Il est suggéré que la
glycosylation des intégrines affecte ses propriétés adhésives bien qu’aucune preuve €vidente n’ait été
apportée 4 ce jour. Des données obtenues sur les cellules de mélanome Bl6 montrent que la
surexpression de I’enzyme golgienne GnT-IlI, impliguée dans [’allongement des chaines
oligosaccharidiques, inhibait & la fois I’étalement et la migration cellulaire par le biais de 1’intégrine
o5B1 (Thara et al., 1998), alors que la surexpression de I’enzyme golgienne GnT-V (que nous
sumommerons Mgat5), elle-aussi impliquée dans I’¢longation de chaines glycosylées préexistantes,
stimulait significativement les propriétés motiles et invasives de cellules tumorales (Guo et al., 2002).
Ces deux études impliquérent I’enzyme GnT-III dans la glycosylation de la chaine aS et ’enzyme
GnT-V dans celle de la sous-unité §1. Bien que contradictoires, elles démontrent I'implication de la
glycosylation dans les propriétés adhésives des intégrines.

Il est bien connu que I’adhésion médiée par les intégrines fonctionne en coopération avec des
récepteurs a facteurs de croissance et contrdlent la prolifération, la survie, la différentiation et la
migration cellulaire (Schwartz and Ginsberg, 2002). La glycosylation semble également affecter cette
collaboration, comme dans cette étude ou l'inhibition de I’enzyme GnT-V inhibe les propriétés
invasives de cellules de carcinomes mammaires a travers I’EGFR et une atténuation de son effet sur la
phosphorylation de la FAK(Guo et al., 2007b). La glycosylation des intégrines et des récepteurs aux
facteurs de croissance apparait ainsi essentielle a leur fonction mais il reste beaucoup a faire dans ce
domaine. La caractérisation des sites de glycosylation, des oligosaccharides impliqués dans la fonction
de I'intégrine et de I’effet de la glycosylation sur I’association des intégrines & d’autres molécules
semblent étre des avenues & emprunter dans les recherches futures. Il serait intéressant de comparer les
différents sites et niveaux de glycosylation des intégrines (notamment (31 et B3) dans le but de pouvoir
corréler la glycosylation a un effet sur leur activité. Une étude montre notamment que la réduction de
la glycosylation de ’intégrine a5B1 empéche 1’hétérodimérisation - ainsi que son aptitue a lier la
fibronectine. Cette étude suggére également que les groupements glycosylés se trouvent & ’intérieur

de I’hétérodimére d’intégrines (Zheng et al., 1994).
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7. Les adhésions médiées par les intégrines

Les adhésions focales, dont les intégrines sont la composante principale, jouent un réle fondamental
dans la migration cellulaire. Pour en témoigner, une étude récente montre que méme les bactéries
adopteraient et ¢laboreraient des structures similaires pour propulser leur petit corps cellulaire (Mignot
et al, 2007). Ces points d’attache resteraient fixes au cours du mouvement de la bactérie,
s’assembleraient & 1’avant pour se désassembler & |’arriere et fournirait un ancrage a un cytosquelette
de forme hélicoidale (Fig.15) (Shi and Lux, 2007).

Ces adhésions focales forment |’interface entre les cellules et la MEC et permettent de coupler des
forces physiques en signalisation moléculaire, d’ou leur surnom de « sondes mécaniques ». Une
quantité importante et toujours grandissante de protéines compose ces complexes macromoléculaires,
véritables plateformes de signalisation (Geiger et al., 2001a) (Fig.16). Ces complexes permettent 2 la
cellule de sonder la rigidité du milieu extracellulaire, d’élaborer une structure adhésive, d’induire une
cascade de signalisation et, enfin, de remodeler la matrice extracellulaire sur laquelle elle repose
(Geiger et al., 2001a). Ce processus hautement dynamique permet aux forces physiques locales de
progressivement transformer le type et la fonction de ces adhésions 4 la matrice, ce que je vais tenter
d’exposer dans les prochains paragraphes. J’en profite pour poser une nomenclature qui tend a varier
dans la littérature. En effet, la premiere liaison des intégrines & leur substrat se fait sous la forme de
complexes focaux (pour focal complexes, FC) qui se transformeront progressivement en points focaux
d’adhésions ou adhésions focales matures (pour focal adhesions que je nommeral FA) qui seront la
source des adhésions fibrillaires (pour fibrillar adhesions, FB) (Pankov et al., 2000; Yamada et al.,
2003). Cette demiére étape nécessite la translocation des intégrines le long des fibres de stress d’actine
et des molécules de FN qui orchestrera un remodelage de la matrice extracellulaire. Chaque étape de
ce mécanisme dynamique nécessite des changements conformationnels associés a une recomposition

moléculaire locale et

continue des molécules )
adaptatrices et de

signalisation intimement Q Q Q Q Q Q Q
régulées par la famille des HNeNeXolgle

Rho GTPases.

Figure 15. Représentation schématique de I’'hypothétique mode
migratoire de Myxococcus xanthus selon des « adhésions
focales »

(Adapté d’aprés Shi and Lu, 2007)
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a) Initiation et formation des FC

Comme discuté dans le chapitre précédent, I’étape initiale de formation des FC est obtenue par la
liaison du ligand aux intégrines ainsi que par I’agrégation physique des intégrines par le méme ligand
qui permettra un recrutement séquentiel et dynamique de protéines adaptatrices, du cytosquelette et
des protéines de
signalisation

(Miyamoto, 1995;
Miyamoto et al., 1995b).
Se servant d’un modele
de cellules endothéliales
et de techniques
basiques de microscopie,
I’équipe du Dr Geiger a
pu montrer que la
premiere molécule
recrutée  était  bien

évidemment 1’intégrine

avB3 qui, dans ce cas,

liait la vitronectine

Figure 16. Complexité moléculaire d’une adhésion focale
rapidement  suivie de (Adapaté d’aprés Geiger et al.. 2001)

protéines phosphorylées sur résidus tyrosine (détectées a 1’aide d’un anticorps reconnaissant le résidu
phosphorylé), elles-mémes suivies par la taline et la paxilline. Plus tard, apparurent la vinculine et I’a-
actinine accompagnées de la FAK et de la protéine VASP. De fagon remarquable, la zyxine et la
tensine n’étaient pas présentes. Cette étude a ainsi clairement démontré la hiérarchisation de ce
processus de formation des FC & ’origine de son dynamisme (Zaidel-Bar et al., 2003). Ces adhésions
sont de petite taille (1 um), localisées tres souvent a la périphérie du lamellipode et semblent étre sous
la dépendance de la petite Rho GTPase Rac (Rottner et al., 1999b). Une étude suggére cependant que
I’étape de formation des complexes d’intégrines FC peut étre précédée par une liaison extrémement
rapide (quelques secondes) de la cellule a I’hyaluronan, un glycosylaminoglycan que I’on retrouve
dans la MEC (Zimmerman et al., 2002).

Ces FC ont une durée de vie trés courte et disparaissent avec 1’apparition de nouveaux FC a ’avant du
lamellipode en protrusion. Ces étapes d’apparition-disparition persistent aussi longtemps que le
lamellipode avance mais, lorsque celui-ci se rétracte, les FC évoluent alors en FA (Giannone et al.,

2007; Zaidel-Bar et al., 2003).
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b) Les adhésions focales, structures stables mais dynamiques

L’¢évolution des FC en FA ne se manifeste pas uniquement par un changement de taille, mais
* également par une modification substantielle de sa composition moléculaire et de son dynamisme. Ces
structures atteignent maintenant entre 2 et 5 um, sont de formes ovales et allongées, se trouvent a la
périphérie de la cellule et se composent principalement des méme protéines que les FC auxquelles
s’ajoutent l'intégrine a5P1, la zyxine et parfois la tensine (Geiger et al.,, 2001a; Zaidel-Bar et al.,
2003; Zaidel-Bar et al., 2004). Cette maturation s’accompagne aussi du recrutement des cébles
d’actine nécessaires 4 la contraction (Zaidel-Bar et al., 2004). Le terme de « sonde mécanique » prend
ici toute son importance car c’est elle qui est & ’origine de cette maturation, mais surtout va permettre
sa consolidation. En effet, des inhibiteurs de la MLCK, responsable de la contraction du complexe
acto-myosine, induiront la formation de lamellipodes et 1’accumnulation de FC a sa périphérie, tout en
bloquant leur maturation en FA (Zaidel-Bar et al., 2004). L’application physique d’une force
extérieure sur la cellule a I’aide d’une micropipette permet d’induire la formation de FA impliquant la
petite RhoGTPase RhoA (Riveline et al., 2001; Rottner et al., 1999b). Ainsi, la sensation d’un tension
par la cellule agit comme un interrupteur mécanique permettant la maturation des FC en FA et
I'initiation d’une signalisation biochimique (Geiger et al., 2001a). L’un des exemples les plus
cinglants de cette biomécanique est la découverte suivante : 1’extension mécanique de la molécule
p130Cas (une des composantes des FA) suite a 1’application d’une force dans le FA ou appliquée de
maniére exogeéne, permet littéralement d’ouvrir la molécule, mettant en lumiére un site actif
phosphorylable par la protéine Src. Cet exemple démontre la possibilité qu’a la cellule de traduire une
force physique en une extension mécanique qui se conclue par un événement biochimique (Sawada et
al., 2006). Ces FA sont des structures a priori trés stables mais, comme nous le verrons plus tard, font
preuve d’un trés grand dynamisme qu’il est possible d’étudier par la technique de FRAP (Fluorescence
Recovery After Photobleaéhing). Cette technique a notamment permis de démontrer que toutes les
composantes des FA maintenaient un équilibre dynamique entre des pools associés au FA « stable » et
des pools cytosoliques (Birchmeier et al., 1982). Par ailleurs, des FA présentent un mouvement
centripéte dans la direction de la fibre de stress d’actine a laquelle il est attachée et qui est
probablement intimement lié & la formation de la derniére structure, les adhésions fibrillaires ou FB

(Smilenov et al., 1999b)

¢} Les adhésions fibrillaires, sculpteurs de la MEC

Les FB se caractérisent par leur localisation, leur taille et leur composition moléculaire. D’une forme
allongée et d’une taille pouvant aller jusqu’a 10 um, elles se situent au centre de la cellule (le plus
souvent sous le noyau), colocalisent a la fois avec les fibres d’actine et les fibrilles de FN qu’elles

remodelent et se composent principalement de I’intégrine 51, de la tensine et d’autres partenaires
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moléculaires déja présents dans les FA (Geiger et al., 2001a; Pankov et al., 2000; Zaidel-Bar et al.,
2004). Longtemps exclue de ces FB, la paxilline a récemment été réattribuée a des adhésions mais
uniquement dans sa forme non-phosphorylée, la forme phosphorylée étant localisée dans les FC et FA
(Zaidel-Bar et al., 2007b). Alors que I’intégrine avf3 semble rester dans les FA, I'intégrine a5p1,
avec la tensine, connaitrait une seconde étape d’agrégation puis une translocation centripéte le long

des fibres de stress d’actine a une vitesse de 6.5 um/h (par rapport au FA), tout en restant liée aux

A  Vitronectin

Plasma membrane

Focal Actin microfilament bundle

Fibrillar adhesion

Actin microfilament bundle

Figure 17. Mécanismes de translocation des intégrines dans la formation des FB
(Adapté d’aprés Yamada et al., 2003)

molécules de fibronectine. La tension intracellulaire serait ainsi transmise a ces molécules de FN, par
I’intermédiaire des FB, et générerait la polymérisation et la fibrillogenése de la FN (Pankov et al,,
2000). L’intégrine aSP1 adopte, au cours de son agrégation et de sa translocation dans les FB, une
conformation particuliére qui lui permet d’étre reconnue par un anticorps dirigé contre la sous-unité
a5, le SNAKAS] (Clark et al., 2005). Le mécanisme de translocation de ’intégrine reste mal compris
mais pourrait étre induit par un systéme créant une force de grande ampleur qui pourrait étre le
complexe acto-myosine. Cependant, contrairement au FA qui sont strictement tenus par la tension, les
FB ne le sont pas (Geiger et al., 2001a). Une autre suggestion est |’utilisation d’un mécanisme de tapis
roulant entre I’actine et les intégrines, car toutes deux présentent des vitesses de translocation
similaires (Selve and Wegner, 1986) et pourraient ainsi permettre au complexe acto-myosine de
transférer les tensions en un étirement des complexes attachés aux FB (Geiger et al., 2001a; Yamada et

al., 2003).
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d) 2D versus 3D : en route vers des conditions physiologiques ?

La grande majorité des connaissances acquises sur les structures, composition, fonction et dynamique
des FC, FA et FB a été acquise par 'utilisation de modéles en 2 dimensions ou les cellules sont
simplement déposées sur une couche plus ou moins épaisse de substrat. Or, la faculté qu’ont ces
cellules 4 remodeler son substrat (fibrillogenése en réseau tridimensionnel), nous rappelle que
I’environnement in vivo est en effet tridimensionnel et ainsi bien éloigné des conditions utilisées dans
la plupart des études actuelles. Nos études conférent aux cellules une polarité¢ (de haut en bas)
anormale et artificielle qui est perdue lorsque celles-ci sont déposées sur des gels de MEC en 3D.
Néanmoins, certains travaux qui deviennent plus nombreux, tentent de s’affranchir de cette anomalie
et démontrent qu’aussi bien la morphologie, la migration et les adhésions impliquées sont, comme
attendu, différentes. Un exemple est l'importance de ces réseaux tridimensionnels dans la
différentiation et la polarité épithéliale (Roskelley and Bissell, 1995). Une premiére distinction
flagrante dans 1’observation des adhésions de fibroblastes cultivés dans des conditions 3D est la perte
de la distinction entre FA et FB et la formation d’adhésions a la matrice (3D matrix-adhesions). En
effet, alors que le paxilline et I’intégrine a5 se trouvent respectivement dans les FA et FB en 2D, on
les retrouve au méme endroit en 3D (Cukierman et al., 2001b). Elles colocalisent, comme les FB, avec
les fibrilles de FN, ce qui laisse supposer que les FB sont physiologiquement plus proches des
adhésions retrouvées in vivo que les FA. Une autre distinction flagrante de ces matrix adhesions est la
perte de 1’autophosphorylation de la FAK sur son résidu tyrosine 397, caractéristique essentielle des
FA, mais qui est perdue dans les FB. Ce n’est pas le cas pour la paxilline par exemple (Cukierman et
al., 2001b). La paxilline, la vinculine, la FAK et des nombreuses protéines phosphorylées sur leurs
résidus tyrosine « réapparaissent » dans les matrix adhesions observées in vivo et in vitro. La
maturation des FC en FB est perdue lorsque les cellules sont déposées directement sur une matrice 3D,
les matrix adhesions se forment trés rapidement et les caractéristiques d’adhésion, de prolifération et
de migration s’en trouvent améliorées (Cukierman et al.; 2002).

Il est temps de revenir un instant a la migration cellulaire pour tenter de mettre en lumiére
I'importance de ces systémes 3D. En effet, in vivo, les cellules dans leur phase migratoire peuvent
rencontrer 3 types de MEC : des tissus conjonctifs denses ou laches, ainsi que des membranes basales
trés denses et acellulaires (Even-Ram and Yamada, 2005). Chacune de ces MEC possede ses
caractéristiques physiques, structurelles et biochimiques qui lui sont propres, en plus de leur
tridimensionnalité. L.’étude des processus migratoires a travers des matrices tridimensionnelles s’avére
ainsi essentiel. L’existence du lamellipode est remise en question, les adhésions semblent différentes,
I’implication des RhoGTPases varie. Toutes ces dissimilitudes peuvent notamment s’expliquer par la
différence de rigidité qui existe entre une MEC en 2D par rapport 4 une MEC en 3D. La « durotaxie »
fut en effet mise en évidence en faisant migrer des fibroblastes sur des gels de polyacrylamide de

différentes rigidités : les fibroblastes étaient attirés et migraient plus favorablement sur une surface
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high fension

rigide (Lo et al., 2000). Ainsi, de nombreux modéles 3D sont actuellement utilisés dans le but de
comprendre et d’approfondir les mécanismes de migration qui se veulent plus physiologiques.
Néanmoins, ce domaine se heurte & la difficulté de mimer les tissus in vivo qui présentent une variété
et une complexité importante. Les modeles in vivo apparaissent ainsi les plus représentatifs mais sont
eux-aussi limités, par des considérations optiques par exemple (Even-Ram and Yamada, 2005).

L’étude des adhésions dans ce type de modeéles 3D est une des avenues a explorer pour mieux
comprendre les mécanismes a 1'origine de la migration cellulaire. Parmi ces avenues, apres avoir
convenablement caractérisé les composantes moléculaires d’un « point focal en 3D», I’étude de son
dynamisme, de la dynamique de ses composantes et de leur interrelation avec la migration cellulaire
(par 'intermédiaire de la technique de FRAP) me parait la plus évidente. Comparer notamment les
effets de la composition et de la rigidité d’une matrice en 3D sur ces mécanismes me semble
hautement intéressant et excitant, mais la dynamique des adhésions focales en 2D reste a approfondir.

Je vais m’attacher dans la partie suivante a donner un apergu des connaissances dans ce domaine.

8. La dynamique des points focaux d’adhésion

La dynamique des FA est intimement reliée a la migration cellulaire. En fait, I’interaction spatio-
temporelle des phénomenes protrusifs, adhésifs et contractiles régule la motilité cellulaire (Gupton and
Waterman-Storer, 2006; Schwartz and Horwitz, 2006). Dans le chapitre précédent, nous avons

connacton également pu voir que les différentes classes d’adhésion

montrent une hétérogénéité moléculaire. Celles-ci ont
nécessairement des répercussions sur la motilité¢ cellulaire,
mais les mécanismes qui contrélent le turnover, la
dynamique et donc le désassemblage des FA, restent a
approfondir. L’assemblage et le désassemblage des FA sont
des processus complexes et requiérent une interaction
hiérarchisée et coordonnée entre 1’actine, des protéines liant
I’actine, des protéines de signalisation, des protéines

structurales et adaptatrices, les intégrines, et méme les

LP actin regeneration

microtubules (Webb et al., 2002). La compréhension de ces

mécanismes constitue aujourd’hui un domaine de recherche

en fort développement.

Figure 18. Régénération

périodique de I’actine a) L’actine, une aide
lamellipodiale et création de insoupgonnée pour la création
nouveaux sites d’adhésion

(Adapté d’aprés Giannone et al,, des FA

2007)

La protrusion est la base de la migration cellulaire. Elle est

régie par la continuelle polymérisation de I’actine et régulée
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par des protéines se liant & I’actine. Mais pour que celle-ci soit effective, il lui faut trouver un moyen
de se stabiliser en formant des minuscules adhésions au cours d’une phase d’exploration de la MEC.
Or, a ce jour, peu d’études dynamiques ont pu mettre en évidence la création de ces sites et leur
mécanisme. Une étude récente et élégante montre que ce sont les fibres d’actine en cours de
polymérisation le long de la membrane plasmique qui avance qui fournit, par des mouvements
latéraux de I’intégrine B1, les premiers sites d’adhésion a la cellule. En effet, ce sont ces mouvements
latéraux qui permettent une premiére phase d’agrégation et de positionnement des intégrines. Celles-ci
sont dans une conformation active mais ne sont pas occupées par le ligand (Galbraith et al., 2007). Par
ailleurs, il existe un mouvement rétrograde de 1’actine dans la partie protrusive du lamellipode qui,
quand il entre en contact avec un site d’adhésion préexistant, cause le repliement de la partie
protrusive du lamellipode par la formation d’un agrégat de myosine II. Celui-ci générera une tension
sur I’actine qui entrainera le repliement du lamellipode et I’initiation d’un nouveau site d’adhésion a
I’avant du lamellipode (Fig.18) (Giannone et al., 2007). On peut ainsi voir que la formation de sites
d’adhésion, encore peu connue, peut étre guidée par la polymérisation de l’actine qui crée un lien

biomécanique entre les moteurs moléculaires et I’initiation des sites d’adhésion.

b) La dynamique d’assemblage/désassemblage des FA dans les cellules

motiles : le role central du complexe FAK/Src

Au cours de la migration, les adhésions s’assemblent a I’avant de la cellule pour se désassembler a
I’arriére. Cependant, des FA se désassemblent également a4 1’avant de la cellule et fournissent les
composantes nécessaires 4 1’élaboration d’un nouveau FA. Des évidences récentes favorisent un
mécanisme de recrutement séquentiel des différentes composantes des FA autour d’un FA en devenir
plutét que la formation et la stabilisation d’un grand complexe macromoléculaire. L’analyse
dynamique de la vitesse d’assemblage/désassemblage de la FAK, de la zyxine et de la paxilline a
néanmoins révélé des cinétiques similaires qui montrent une action concertée plutot que séquentielle
(Webb et al., 2004). Ainsi, dans les régions protrusives, les FA se désassemblent ou évoluent en FA
larges et matures et fournissent la force essentielle & la contraction de la cellule (Vicente-Manzanares
et al., 2005; Zamir and Geiger, 2001). Les protéines FAK et Src jouent un rdle majeur dans ces
phénomeénes de maturation de FA (Webb et al., 2004). Dans une analyse exhaustive utilisant des
techniques de microscopies permettant de calculer les taux d’incorporation/élimination dans les FA de
différentes molécules, 1’équipe du Dr Horwitz a pu démontrer ’implication de FAK/Src, paxillin, Crk,
Cas, Pak et Git dans I’assemblage/désassemblage des FA (Webb et al., 2004). La formation d’un FA
entraine 1’activation de ce complexe FAK/Src et promeut ainsi son désassemblage par le recrutement
et la phosphorylation de nombreuses protéines, telles que paxilline ou pl130Cas et ses substrats. En
effet, la liaison de ’intégrine a son ligand permet 1’autophosphorylation sur le résidu Y397 de la FAK,
créant ainsi un site de liaison pour Src (Cobb et al., 1994; Toutant et al., 2002). Le complexe formé par

FAK et Src permettra a Src de phosphoryler les résidus Y576 et Y577 (domaine kinase), Y861 et

45



L. Introduction

Y925 de la FAK. A la fois les résidus Y397 et I’intégralité du domaine kinase sont essentiels & la
dynamique des points focaux d’adhésion et a la migration cellulaire (Giannone et al., 2004; Giannone
et al., 2002; Hamadi et al., 2005). Les deux protéines cibles du complexe FAK/Src activé sont la
paxillin et p130Cas dont la phosphorylation créera un site de liaison pour le domaine SH2 de Crk, une
protéine adaptatrice (Playford and Schaller, 2004). Par ailleurs, I’équipe du Dr Schlaepfer suggére
qu’une activation constitutive du complexe FAK/Src peut avoir lieu dans des cellules tumorales, suite
a I’élévation de I’expression de FAK, Src, p130Cas ou Crk. L’effet résultant serait une restriction de la
maturation des FC en FA ou I’induction du dynamisme des FA a ’origine de 1’amplification de la
migration tumorale (Mitra and Schlaepfer, 2006).

La FAK fait figure d’acteur principal dans la dynamique des FA. Elle promeut la migration cellulaire
en régulant I’assemblage/désassemblage des FA via plusieurs voies de signalisation. Alors que son
effet sur la paxilline et le rdle dans le turnover des FA 4 été démenti par des études sur des fibroblastes
FAK-/-(Schlaepfer et al., 2004), la FAK phosphoryle PKL (pour Paxillin kinase linker) favorisant son
recrutement par la paxilline au niveau des FA (Brown et al., 2005). La FAK agit ainsi en véritable
plateforme de signalisation et sert au recrutement de nombreuses protéines de la famille de Src.
Cependant, une étude récente met en lumiére le role joué par la paxilline dans la dynamique des points
focaux. La phosphorylation de son résidu sérine 273 (par !’intermédiaire de la PAK — pour p21-
activated kinase-) augmente son interaction avec la protéine GIT1 et permet la formation d’un module
de signalisation GIT-PIX-Paxilline (Nayal et al., 2006). Ce dernier est essentiel a la dynamique des
points focaux et donc aux phénomenes de protrusion et de migration. En effet, cette étude montre
également que les protéines qui quittent un FA en phase de désassemblage au niveau d’une structure
protrusive se dirigent vers ’avant de la cellule pour tres probablement participer a la formation d’un
nouveau complexe

Une étude a également impliqué FAK, la dynamine et les microtubules dans le désassemblage des FA
a Darriére de la cellule (Ezratty et al., 2005), ainsi que son site de phosphorylation Y925 (Brunton et
al., 2005). 11 a été montré que la FAK pouvait également recruter la calpaine (Carragher et al., 2006)
dont P’activit¢ de protéase a récemment été impliquée dans la protéolyse de la taline et le
désassemblage des FA (Franco et al., 2004). L’ion calcique aurait également un role a jouer dans la
dynamique des FA : une étude montre en effet qu’une oscillation calcique pourrait induire le
désassemblage des points focaux en modifiant notamment la dynamique d’interaction de la FAK avec
les FA (Giannone et al., 2002).

On peut ainsi voir que ’assemblage/désassemblage des points focaux implique toute une batterie de
molécules dont I’image générale reste toujours un ;;eu floue. Mais le but ultime de ces phénoménes de
signalisation et variations structurales est la maturation des FA. Celle-ci est essentielle a la migration
cellulaire et suit un principe simple qui s’inspire de la migration de deux types cellulaires : les
kératocytes et les fibroblastes. En effet, alors. que les kératocytes possédent une faible tension du

cytosquelette qui génerera majoritairement des adhésions faibles et dynamiques et donc une migration
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rapide, les fibroblastes possédent une tension du cytosquelette élevée (la présence de fibres de stress)

générant des adhésions plus larges et plus stables et donc une migration plus lente (Galbraith and
‘¥

Sheetz, 1997; Galbraith and Sheetz, 1999). Ce principe est la relation biphasique entre la force des

interactions intégrines/MEC, leur dynamique et la migration cellulaire.

¢) Relation biphasique entre la force/dynamique des adhésions et la
vitesse de migration
Le dogme qui existe depuis longtemps définit qu’une migration optimale était obtenue a des
concentrations intermédiaires de ligand/MEC et que celle-ci était plus lente & des concentrations
faibles ou fortes (Lauffenburger and Horwitz, 1996; Palecek et al., 1997). Les propriétés physiques de
la MEC influencent en effet fortement la morphologie des sites d’adhésion, ainsi que la structuration
du cytosquelette et de 1’appareil contractile associ¢ (Pelham and Wang, 1997). Cette réponse bi-
phasique a été modélisée (DiMilla et al., 1991; DiMilla et al., 1993) et refléte des différences dans la
force (et donc la dynamique) des adhésions car des variations prévisibles du nombre ou de 1’affinité
des intégrines modifiait sensiblement la concentration optimale de migration (Palecek et al., 1997). Il
existe ainsi une adhésion optimale, définissant une contractilité optimale & 1’origine d’une migration
optimale. Ceci est ainsi intimement corrélé a la force et la dynamique des sites d’adhésion. En d’autres
termes, pour migrer de fagon optimale, la cellule a besoin de contacts ni trop faibles, ni trop stables :
un équilibre doit étre trouvé. Il en est de méme pour la contractilité. La force de traction ne doit étre ni
trop faible (adhésions faibles et dynamiques), ni trop forte (adhésions fortes et stables). Ce modéle
simplifié cache en fait une grande complexité intégrant a la fois la protrusion, 1’adhésion et la
contractilité (Schwartz and Horwitz, 2006), la myosine II y jouant le réle principal. L’influence qu’elle
pouvait avoir avait déja été mise en lumiére, montrant qu’elle pouvait coupler l’adhésion, la protrusion
et ’organisation de I’actine (Burridge and Chrzanowska-Wodnicka, 1996; Geiger and Bershadsky,
2001). Il apparait ainsi que les 3 phénoménes d’adhésion, protrusion et de contraction sont intimement
liés. Par exemple, l’efficacité du lien qui existe entre ’actine et 1’adhésion contrélera a la fois
I’efficacité de protrusion ainsi que celle de la contraction cellulaire (Jay, 2000). Autrement dit, un
filament d’actine bien accroché a son point focal pourra mieux avancer et régulera également la
tension cellulaire (connu sous le nom de Clutch hypothesis). L’équipe du Dr. Waterman-Storer a tout
récemment apporté d’autres confirmations a [’aide de techniques microscopiques trés pointues
permettant de mesurer le taux de polymérisation/dépolymérisation et le flux de ’actine, la localisation
de la myosine II et le nombre ainsi que la dynamique de sites d’adhésion (Gupton and Waterman-
Storer, 2006). Le but étant de comparer trois conditions de faible, intermédiaire et forte concentration
de MEC (fibronectine). Ce qui en ressort est: de faibles concentrations de FN induisent un petit
nombre d’adhésions hautement dynamiques et des flux et taux de polymérisation d’actine faible alors

ue des fo oncentrations augmen nombre ésion mais réduit leur dynamisme associé a
que des fortes ¢ trat tent le bre d’adh duit leur d
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une dynamique de I’actine faible. Par contre, des concentrations intermédiaires de FN donnent lieu a
des vitesses de migration optimale, avec un taux modéré du nombre et du dynamisme des adhésions,
des flux d’actines bien organisés et surtout, la présence structurée de filaments de myosine & la
périphérie de la cellule, guidant le mouvement des réseaux d’actine. L.’observation principale de cette
étude montre cependant que 1’activation de la myosine n’augmente que trés peu entre de faibles et de
fortes concentrations de FN. Par conséquent, les quelques petites adhésions retrouvées a faibles
concentrations sont exposées a une plus grande force de tension que les nombreux gros retrouvés a
forte concentration ce qui expliquerait leur grand dynamisme (qui est faible pour les gros FA). Ils
concluent enfin que cette dynamique des adhésions a des répercussions directes sur la dynamique de-
’actine et la vitesse de migration démontrant ’interrelation spatio-temporelle entre la dynamique de

‘protrusion, d’adhésion et de contraction.

d) La dynamique des sites d’adhésion : une mise au point

Il est important de caractériser avec précision le concept de dynamique des sites d’adhésion. Cette
dynamique peut étre de deux types : 1) le mouvement des sites d’adhésion par rapport a la MEC et par
rapport a la cellule, 2) la dynamique génération/recyclage des composantes de la Mec qui peut

modifier leur surface et composition sans déplacement par rapport a la MEC.

(1) Le mouvement de sites d’adhésion

L’analyse de la dynamique des sites d’adhésion a révélé des résultats surprenants et, a priori,
contradictoires. Une étude menée sur des fibroblastes a notamment révélé qu’ils étaient dotés d’un
mouvement centripéte quand observés sur des fibroblastes immobiles et étaient plutot stables sur des
fibroblastes mobiles (Ballestrem et al., 2001; Duband et al., 1988; Smilenov et al., 1999a). Au sein des
cellules immobiles, les FA bougent de fagon linéaire sans modifier ni leur forme, ni leur taille, et sont
remplacés en périphérie par de nouveaux sites d’adhésion. A Dlinverse, dans les cellules mobiles, les
FA sont en général stables. On distingue néanmoins 4 types de FA dont le mouvement est associé a
leur localisation. Le premier correspond a des FA en devenir, a ’avant de la cellule. Le second
comprend des FA persistants qui se situent souvent entre la zone de formation et le noyau. Le
_ troisiéme type de FA englobe les FA qui sont disloqués, ceux-ci se situant souvent entre le noyau et la
queue cellulaire, symétricalement opposée a la région de formation des FA qui confére directionnalité
a la cellule motile. Enfin, il est possible de trouver des FA motiles a ’arriere de la cellule (identiques a
ceux des cellules immobiles) et qui migrent & une vitesse de 0.12 pm/min et sont en passe d’étre
disloqués. Les FA en mouvement restent associés aux fibres de stress d’actine et impliquent la
contractilité du cytosquelette. L’utilisation de la technique de microscopie de réflexion d’interférence
(IRM) montre que ces FA restent associés a la MEC sauf pour ceux au mouvement rapide. Le
déclenchement du mouvement suggére ’existence d’un embrayage moléculaire qui module I’affinité

des intégrines et/ou la tension du cytosquelette (Smilenov et al., 1999a). La dislocation des FA peut
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étre régulée par des concentrations intracellulaires de calcium (Giannone et al., 2002) mais également
par |'activité kinase de la FAK (Giannone et al., 2004) ainsi que son site d’autophosphorylation
(Hamadi et al., 2005). Une théorie récente met en avant I’hypothése d’un mécanisme d’endocytose
dans le phénoméne de mouvement et de dislocation des FA a I’arriére de la cellule (Ezratty et al.,
2005). Par ailleurs, le mouvement des FA et leur évolution en FB peut étre a l'origine de la
déformation et de la réorganisation de la MEC qui se traduit par la fibrillogenese de la FN (Zamir,

2000).

(2) Le cycle de génération/recyclage des composantes des FA mis

en lumiére par la technique de FRAP

Il existe au sein du FA un flux continu de protéines entre la partie associée au FA et leur composante-
cytosolique qui n’entraine pas forcément de mouvement du FA, mais qui contribue fortement a sa
maturation. Ceci avait notamment ét€ mis en avant par les travaux de I’équipe de M.P Sheetz qui
montrent que I’augmentation de la tension appliquée aux FA induit un renforcement de 1’interaction
entre les intégrines et le cytosquelette (Choquet et al., 1997). Par ailleurs, une augmentation de la
surface des FA a été observée suite a une contractilité accrue du cytosquelette (Chrzanowska-
Wodnicka and Burmridge, 1996; Katz, 2000). Ce modéle du comportement des FA et de leur
signalisation biomécanique s’inspire de la notion que leur distorsion physique induit des variations de
densité et ainsi de recrutement de protéines structurales et de signalisation au niveau du FA. Il existe
en effet un échange continuel de protéines entre leur composante FA et leur composante cytosolique
dont les caractéristiques varient en fonction de leur état de maturation. Cet échange n’explique
cependant pas les phénoménes de mouvement des FA décrits précédemment. L’une des techniques
permettant de mesurer la dynamique interne de structures complexes telles que le FA est la technique
de FRAP (Fluorescence Recovery After Photobleaching) (Wehrle-Haller, 2007; Wehrle-Haller and
Imhof, 2002; White and Stelzer, 1999). Cette technique, qui s’adapte particuliérement aux protéines
fusionnées a une GF P, consiste 4 photoblanchir le chromophore a 1’aide d’un laser et d’observer la
récupération de fluorescence dans la région blanchie. Le temps (demi-vie) et le degré (fraction mobile)
de récupération donnent une indication sur la réorganisation et le renouvellement de la structure
observée. Lorsqu’appliquée aux FA, chaque composante du FA possédera ses propres
« caractéristiques FRAP » qui dépendront a la fois de sa concentration (disponibilité) mais aussi de la
force et du nombre de sites de liaison a d’autres composantes du FA (Wehrle-Haller and Imhof, 2002).
Ainsi, des protéines telles que FAK, la paxilline ou la vinculine présenteront une dynamique plus forte
et rapide que les intégrines (Cluzel et al., 2005a; Giannone et al.,, 2004; von Wichert et al., 2003).
Alors que la demi-vie des intégrines se compte en minutes, elle est de 1’ordre de quelques secondes
pour la FAK par exemple. Néanmoins, cette technique montre un renouvellement perpétuel des
composantes d’un FA. Ceci m’améne & introduire un autre concept : les études de FRAP portées sur

des composantes des FA démontrent en général une relation qui peut paraitre contradictoire. En effet,
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celles-ci montrent que 1’augmentation des caractéristiques de FRAP corrélent avec baisse de la
maturation de ce FA et ainsi une plus faible propension a se disloquer et stimuler la motilité cellulaire
(Cluzel et al., 2005a; Giannone et al., 2004; Gupton and Waterman-Storer, 2006; Hamadi et al., 2005;
von Wichert et al., 2003). Ainsi, plus la protéine se renouvellera rapidement au sein du FA, moins
celle-ci contribuera 4 la maturation dudit FA. Par exemple, des fibroblastes déficients pour la
phosphatase Shp2 présentent un grand nombre de FC immatures, déficients en a-actinine et dont la
dynamique de la paxilline et de la vinculine, mesurée par FRAP, se trouvait fortement augmentée (von
Wichert et al., 2003). La figure 19 présente le dynamisme de recyclage que !’on peut observer au sein
des FA, en comparant notamment un FA stable a un FA mobile et en présentant le recyclage polarisé
des protéines le composant (Wehrle-Haller and Imhof, 2002).

L’analyse du dynamisme intramoléculaire des FA par la technique de FRAP est ainsi un outil
extrémement utile dans I’étude de leur niveau et état de maturation et leur lien avec la migration

cellulaire.

Sliding adhesion (rear) Stable adhesion (front)

7 = Mechanosensing and - ® = Transport of integrins and
confact renewal @) cytoplasmic adaptors
Focal adhesion ‘sliding’ Stabie focal adhesion
owing to polarized renewal owing lo isometric renewal

Figure 19. Remodelage dynamique des adhésions focales et influence sur leur mouvement
(Adapté d’aprés Wehrlé-Haller and Imhof, 2002)

Le renouvellement continu des composantes des adhésions focales conférent a la cellule une
plasticité nécessaire pour permettre aux FA pré-existants de modifier la forme et fonction
cellulaire.
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€) Autres approches d’imagerie et stratégies dans I’étude de la

dynamique des adhésions focales

L’étude passionnante de la dynamique des adhésions cellulaires qui cherche a déterminer leurs
fonctions, leurs associations physiologiques avec d’autres composantes et leurs mééanismes de
régulation, fait appel & des techniques sophistiquées d’imagerie dont voici quelques exemples (Webb
et al., 2003).

La FCS (Fluctuation Correlation Spectroscopy) analyse, en fonction du temps, des fluctuations de
concentrations. Associée a de la microscopie de fluorescence conventionnelle, elle permet d’obtenir
des données cinétiques, des associations moléculaires et des indications de concentrations dans un
volume donné. Elle utilise I'illumination précise d’un laser pour acquérir une image dans un volume
focal précis puis mesure et analyse les fluctuations de fluorescence par une fonction d’autocorrélation.
Cette analyse complexe permet de connaitre des niveaux d’agrégation, des nombres d’entités
fluorescentes, des coefficients de diffusion et des vélocités de flux pour une protéine donnée. Cette
technique a notamment permis de mesurer des taux de mobilité latérale des intégrines et a pu
déterminer qu’un FA mature pouvait contenir environ 900 intégrines par um® (Wiseman et al., 2004).
Une récente amélioration de ce systéme, qui lui confére des considérations spatio-temporelles, a
permis de mettre en évidence 1’importance de 1’organisation de 1’actine et des adhésions (a-actinine,
a5-intégrine, taline, paxilline, vinculine et FAK) dans I’efficacité du lien entre I’actine et les intégrines
(Brown et al., 2006).

La technique de TIRF (Total internal reflection fluorescence) est une technique microscopique ciui
permet de n’exciter que les molécules présentes dans un certain plan focal en contact avec I’objectif et
permet ainsi de visualiser des éveénements se situant au niveau du contact ECM-cellule (Cluzel et al.,
2005a; Lanni et al., 1985). Elle permet de réduire le bruit de fond obtenu avec d’autres techniques
mais, malgré son efficacité, tarde 4 donner des résultats dans le domaine de la dynamique des
adhésions. Elle a cependant permis I’observation de la formation de complexes d’adhésion au niveau
de structures filopodiales démontrant le recrutement séquentiel de 1’intégrine, la taline, la FAK et la
paxilline avant leur consolidation par ’arrivée de I’actine (Partridge and Marcantonio, 2006).

La FSM (fluorescence speckle microscopy) est une technique microscopique basée sur la faible
expression d’une protéine fluorescente et une détection a trés haute sensibilité dans le but de visualiser
la dynamique de molécules individuelles au sein d’un large complexe moléculaire. L’équipe du Dr
Waterman-Storer est experte dans ce domaine et a notamment utilisé cette technique pour mettre en
évidence des flux d’actine au niveau des adhésions focales (Gupton and Waterman-Storer, 2006).
Dans une étude récente trés captivante, ils ont pu montrer que chacune des composantes structurales
des FA avait un mouvement coordonné propre au sein du FA, associé ou non au mouvement de
I’actine , indiquant une hiérarchisation de la transmission du mouvement de I’actine au sein du FA.

Notamment, !’interaction entre la vinculine, la taline et ’actine semble constituer ’interface de
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glissement entre 1’actine et les intégrines, cet « embrayage » qui contrlerait la destinée du FA (Hu et
al., 2007).

D’autres techniques telles que I’analyse des ratio d’incorporation/élimination de protéines au sein du
FA (Webb et al., 2004), ainsi que la techn{que du FRET, s’avérent utiles a ’approfondissement des

connaissances dans le domaine de la dynamique des adhésions focales.

9. La fibrillogenése de la fibronectine
Comme discuté précédemment, la FN est une protéine de la MEC essentielle a 1’adhésion et la
prolifération cellulaire (Hynes, 1990). Son assemblage en fibrilles est essentiel a la migration des
cellules au cours de I’embryogenése et de la réparation de tissus (George et al., 1993; Hynes, 1990).
Contrairement a d’autres polyméres biologiques comme le collagéne, la laminine, ’actine ou la
tubuline, la FN n’est pas capable de s’autopolymériser en solution et nécessite la présence de cellules.
Ce mécanisme agit en sorte comme une régulation qui protége 1’organisme contre la formation de
fibrilles de FN & partir de la FN plasmatique. Elle est organisée en fibrilles par les cellules qui la
synthétisent, la dégradent, 1’endocytent et la réarrangent pour obtenir un réseau dense de fibrilles
interconnectées qui procure un environnement dynamique a la cellule (Even-Ram and Yamada, 2005;
Hynes, 1999a; Larsen et al., 2006a; Larsen et al., 2006b; Sottile and Chandler, 2005b). L’assemblage
débute ainsi par la liaison de la FN par les intégrines qui initie la cascade rﬁoléculaire qui aboutit &
l’intéraction entre deux molécules de FN et la formation de structures multimériques (Mao and

Schwarzbauer, 2005a).
a) Les étapes majeures du remodelage de la FN

(1) Les interactions FN-intégrine
Les dimeres de FN sont dans une conformation compacte qui dépend d’interactions intramoléculaires
ioniques entre les domaines II1;,-11I;; d’une sous-unité et les domaines III,-1II; de I’autre sous-unité du-
dimére (Johnson et al., 1999). Des évidences suggérent que la FN doit étre activée pour s’assembler en
fibrilles (Johnson et al., 1999), cette activation serait induite par la liaison de la FN aux intégrines,
principalement I’intégrine a.5B1, bien qu’elle soit susceptible de lier 12 intégrines différentes (Plow et
al., 2000). La reconnaissance spécifique se fait par la liaison de I’intégrine o531 au niveau du site
RGD (Arg-Gly-Asp) qui se situe dans le module III; (Ruoslahti and Pierschbacher, 1987), ainsi qu’au
niveau du site synergique PHSRN (Pro-His-Ser-Arg-Asn) qui se trouve dans le module adjacent 111,
(Bowditch et al, 1994). Cette premiére étape entraine I’agrégation des intégrines qui,
consécutivement, permettra la formation des premiéres fibrilles de FN insolubles a un détergent
contenant du déoxycholate de sodium. La liaison de la FN permet ainsi I’assemblage et le recrutement
de toute la batterie de molécules pour former un FA. Suite 4 cela, 1’intégrine a5B1 avec la tensine, pdr

des mécanismes contractiles, transloquera le long des cables d’actine qui se seront formés et, tout en
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restant liée aux molécules de FN, les étirera et permettra leur polymérisation (Pankov et al., 2000). Ce
processus dynamique nécessite ainsi 1’agrégation des intégrines, des changements conformationnels
leur permettant la translocation et la translocation des ces adhésions fibrillaires le long des fibres de
stress d’actine (Clark et al., 2005; Pankov et al., 2000). La liaison de I’anticorps SNAKASI, qui
reconnait l’intégrine oS spécifiquement dans les adhésions fibrillaires, permet d’induire la
translocation de I’intégrine aSB1 vers les FB et sa « sortie » des FA. L’étude montre que la liaison de
cet anticorps a ’intégrine a5 va lui permettre d’adopter une conformation propice a sa liaison a la FN
et sa translocation dans les FB, entrainant du méme coup le remodelage de la FN (Clark et al., 2000).
Récemment, il a été suggéré que la paxilline était essentielle a la formation des FB et donc des fibrilles
de FN, alors que sa forme phosphorylée reste dans les FA et régule leur dynamique (Zaidel-Bar et al.,
2007b). Par ailleurs, la fibrillogenése de la FN semble étre amplifiée dans une matrice 3D et ne
nécessite aucune stimulation externe, ce qui semble corréler avec la présence des matrix adhesions
dans les réseaux 3D et leur forte colocalisation avec les fibrilles de FN (Mao and Schwarzbauer,
2005b).

D’autres récepteurs sont impliqués dans la fibrillogenése de la FN. Parmi eux, on retrouve le
syndecan-4, un proteoglycan transmembranaire associé a I’'Heparan Sulfate. Sa liaison a la FN,
simultanément avec les intégrines, stimule I’activation de Rho et de la FAK initiant des signaux a
lorigine de 1’assemblage des fibrilles de FN (llic et al., 2004; Wierzbicka-Patynowski and
Schwarzbauer, 2002). La présence de uPAR (pour urokinase plasminogen activator receptor)
augmente de fagon dramatique le remodelage de la FN orchestré par I’intégrine a5B1 (Monaghan et
al., 2004), probablement de par son role dans I’activation de cette intégrine (Wei et al., 2005). Deux
kinases essentielles a la formation des FA apparéissent aussi indispensables a la fibrillogenése de la
fibronectine : la FAK, en favorisant probablement la translocation FA-FB (Ilic et al., 2004) ainsi
qu’ILK (integrin-linked kinase), en permettant la maturation des FA en FB (Vouret-Craviari et al.,
2004).

L’interaction entre la ;FN est ainsi essentielle a la fibrillogenése de la FN. Mais une étude récente
remet en cause son site de liaison en démontrant que le site RGD, bien qu’indispensable au
développement embryonnaire, est dispensable pour le remodelage de la FN (Takahashi et al., 2007).
L’intégrine avf33 assemble la FN mutante utilisée (RGE pour RGD) en se liant 4 un motif isoDGR -
dans le module Is et met en lumiere la modification d’un aminoacide dans les processus de
fibrillogenése. 1l existe en effet d’autres intégrines (incluant ev33 and allbB3) capables de lier la FN,
au niveau de son site RGD, et d’assembler la FN en fibrilles, bien que moins efficacement
(Wennerberg et al., 1996; Wu et al., 1996). Cette indépendance au site RGD avait déja été montrée par
la liaison possible de !’intégrine o4Pl qui peut remodeler la FN (Sechler et al., 2000). Tout
derniérement, une étude menée dans une matrice 3D de FN montre I’importance du site synergique de

liaison de la FN a I’intégrine a5B1 en utilisant des matrices ne possédant soit pas de site RGD, soit pas
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de site synergique. Les résultats montrent que ’intégrine aSBI liait faiblement la matrice sans site
synergique, contrairement & I'intégrine avp3. Lorsqu’elle est soumise a la migration sur I'une des
deux matrices, la cellule utilisait préférentiellement l’intégrine avB3, quand le site synergique était
manquant, suggérant que l’exposition ou la séquestration du site synergique dans une matrice 3D
représente un nouveau mécanisme de régulation de la migration cellulaire et d’engagement des

intégrines (Mao and Schwarzbauer, 2006).

(2) Changements conformationnels et polymérisation de la FN
La FN posséde plusieurs sites cryptiques qui sont exposés lors de leur extension caus€e par la

translocation des FB et qui se trouvent le long de la molécule de FN (Mao and Schwarzbauer, 2005a)
(Fig. 17). Le dépliement de ce domaine
[l joue un réle essentiel dans la
fibrillogenése (Mao and Schwarzbauer,
2005a). La technique de FRET a permis
de montrer que la molécule de FN était
dépliée lors de la fibrillogenese. En

effet, la FN fut aléatoirement marquée &

I’aide de fluorophores dans le but
d’obtenir un signal FRET dans la forme
repliée soluble. Ce signal fut perdu lors
de la

fibrillogenése et donc de

I’extension de la molécule (Baneyx et

al., 2002). L’extension de la protéine

induite par la tension générée par les

intégrines permet d’exposer des sites
cryptiques. Certains de ces sites ont plus
d’un ligand qui pourrait ainsi conduire a
différents alignements des molécules de
FN au sein des fibrilles (Fig.20).
L’interaction entre deux molécules de
FN donne lieu a de petites fibrilles a la
périphérie cellulaire qui, au cours de
I’assemblage, deviendront plus épais et
(fig.20). Ce

implique deux types d’interaction : celle

plus longs processus

Figure 20. Dynamique d’assemblage des fibrilles de FN
(Adapté d’aprés Mao and Schwarzbauer, 2005)

(A) La FN soluble et compacte lie les intégrines aS5B1 via
les sites synergiques et RGD de la molécule de FN. La
forme repliée est conservée par I’interaction entre les
modules 1], ; et 1I1},.,4 ainsi que d’autres sites de liaison
(blocs rouges). (B)La liaison des intégrines, la
réorganisation du cytosquelette et la signalisation
intracellulaire génére une contractilité cellulaire translocant
les intégrines induisant des changements conformationnels
et exposant des sites de liaison séquestrés dans Ja molécule
repliée. (C) Les fibrilles interagissent a travers des
interactions FN-FN et leur alignement varie en fonction des
sites de liaison impliqués.

avec les intégrines, mais également une autre qui permet de recruter la FN sous forme soluble & travers

des interactions homophiliques indépendantes du site RGD (Sechler et al., 1996). Puis la fibrille croit
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avec la tension qui lui est appliquée, polymeérisant toujours plus de molécules de FN au point de n’étre
plus soluble dans un détergent a base déoxycholate de sodium (DOC) (McKeown-Longo and Mosher,
1983a). Le mécanisme par lequel ces fibrilles deviennent insolubles au DOC n’est toujours pas
compris mais pourrait impliquer des ponts disulfures qui n’ont pas pu étre mis en évidence.
L’hypothése veut ainsi que les molécules de FN soient polymérisées par des interactions entre
protéines trés stables mais non-covalentes (Chen and Mosher, 1996). Un autre changement
conformationnel observé lors de la fibrillogenése est la rupture d’interactions inter-domaines (Mao and
Schwarzbauer, 2005a). Une fois assemblée, la matrice reste plutot stable. Visualisée en temps réel
{quelques heures) et in vitro, elle peut s’étendre et se contracter pour accueillir une cellule en
mouvement, ce qui démontre son élasticité. Lorsqu’une fibrille est rompue, elle se disloque et se
rétracte pour ne former qu’un quart de sa taille initiale, démontrant ainsi sa grande faculté d’étirement

{Ohashi et al., 1999; Ohashi et al., 2002).

(3) Les domaines de la FN essentiels a sa fibrillogenése
L’assemblage de la FN en fibrilles dépend fortement des domaines de type I situés en position N-

terminale. L expression d’'un FN n’exprimant pas ce fragment ou I’addition en excés de ce fragment
empéche son assemblage (Mao and Schwarzbauer, 2005a). De nombreux sites cryptiques existent
également dans les domaines de type III et pourraient servir comme sites de nucléation pour la
polymeérisation et la fibrillogenése de la FN. Ces domaines attirent tout particulierement 1’attention car
leur dépliement semble jouer un rdle important dans la fibrillogenése. Les domaines IlI;.; agissent de
maniére concertée sous la forme d’une entité unique. Récemment, I’évidence d’un site cryptique a été
apportée dans ce module III,» qui interagit avec le fragment N-terminal {Vakonakis et al., 2007). Ce
site avait été longtemps suggéré sans jamais pouvoir étre mis en évidence. L existence de ce module
concerté II11-2 est d’autant plus intéressante que ces deux modules | et 2 sont connectés par une
longue séquence d’acides aminés (21 au total), contrairement a quasiment tous les autres domaines qui
ne sont séparés que de 2 a 4 acides aminés. L’autre module capable d’interagir avec ce fragment N-
terminal est le module T1112-14 (Bultmann et al., 1998). Par ailleurs, le module III; peut lier IlI; et le
module 1115 peut lier les modules II1y2.14. On peut ainsi se rendre compte que les interactions intra- et

intermoléculaires a 1’origine de la fibrillogenése FN sont nombreuses et complexes.

{4) Le remodelage de la MEC in vivo et ses conséquences

J’a1 déja, lors d’un chapitre précédent, revu I’importance physiologique de la matrice de FN. Je voulais
simplement discuter un point essentiel qui est son réle dans la progression tumorale. L’une des
caractéristiques intéressantes de la progression tumorale est le phénomene de stromatogenese qui est
une altération associée au stroma tumoral. Elle survient parallelement 4 la néoplasie et se défimt par
’expression amplifiée et hautement organisée de protéines de la MEC dont la FN et le collagéne de

type I par des fibroblastes adjacents. La conséquence principale et évidente de ce phénomeéne est une
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augmentation de la rigidité du stroma associé a la tumeur. Ce phénomeéne se répercute sur la tumeur
elle-méme. Un phénoméne de transmission mécanique orchestré par la rigidité de I’environnement
tumoral et la tension du cytosquelette (induite par la RhoGTPase Rho) engendre la formation de FA,
détruit les jonctions adhérentes, perturbe la polarité tissulaire, augmente la prolifération cellulaire et
entrave la formation du lumen. La morphogenése épithéliale est ainsi perturbée par 1’agrégation des
intégrines suite 4 une sur-organisation de la matrice de FN. Au sein de ce phénomene, la contractilité
induite par Rho et la signalisation dépendante d’Erk constituent les rouages d’un circuit mécano-
régulateur qui lie I’organisation et la rigidité de la matrice a la progression tumorale (Paszek et al.,

2005).
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B. LE TREILLIS MGATS/GALECTINE-3 : VERS UN NOUVEAU DOMAINE MEMBRANAIRE ?

1. La glycosylation, késake ? L’ importance des sucres

La glycosylation produit un répertoire abondant, varié et hautement régulé de groupements glycosylés
qui sont fréquemment attachés aux protéines et aux lipides. Ces polysaccharides, ou oligosaccharides,
participent 3 de nombreux processus cellulaires incluant ’adhésion cellulaire, le repliement des
protéines, le trafic moléculaire et la dégradation, l’activation de récepteurs, la signalisation et
I’endocytose. Ils constituent I’un des quatre groupes de molécules de nos cellules et sont probablement
les plus abondants et les plus variés des biopolyméres de la nature. lls sont formés par une batterie
d’enzymes cellulaires et de substrats qui sont les rescapés de millions d’années d’évolution et
constituent 1 4 2% du génome. Le répertoire des saccharides des vertébrés, particuliérement des
mammiféres, est structurellement différent de celui observé chez les invertébrés, les organismes
eucaryotes inférieurs et les procaryotes. Cette variation structurale entre les différents « glycomes » est
trés probablement la clé des phénoménes de reconnaissance entre les especes. Des anomalies de
glycosylation, observées chez les souris et chez ’homme, telles que les maladies de Gaucher,
Niemann-Pick ou Tay-Sachs, ainsi que son implication évidente dans la progression tumcrale,
démontrent que le glycome contient des quantités significatives d’information biologique qu’il est

nécessaire d’étudier (Freeze, 2006; Ohtsubo and Marth, 2006)
2. La glycosylation des protéines

a) Structure et topologie de 1a glycosylation chez les mammiféres

Neuf monosaccharides sont utilisés par des cascades enzymatiques dans 1’élaboration des groupements
glycosylés chez les mammiféres. Les sucres et autres précurseurs retrouvés dans le régime alimentaire
et métabolisés a travers des voies biosynthétiques conventionnelles sont la base de ces 9 entités. La
diversité structurale est ensuite produite de fagon prédominante dans la voie de sécrétion de la cellule.
C’est la-bas, notamment au sein de I’appareil de Golgi, que les oligosaccharides acquiérent au cours
de leur transit leur incroyable complexité et ramification les destinant majoritairement a la surface
cellulaire et aux compartiments extracellulaires. Ces oligosaccharides sont de types différents et sont
attachés 2 des protéines ou lipides dits « accepteurs ». Il existe neufs complexes « saccharide-
nucléotide » et de multiples motifs sur les protéines ou lipides « accepteurs » qui donnent lieu & 14
blocs glycosylés précurseurs en conformation stéréoisomérique a ou [ et liés a la position 1 du noyau
saccharidique. Puis, le premier saccharide attaché a la chaine polypeptidique devient lui aussi
« accepteur » et accueillera la liaison d’un autre sucre dans 1 des 49 réactions catalysées par les
glycosyltransférases qui existent. Cette réaction ajoutera un second sucre avec une liaison
glycosidique (a0 ou P) entre les positions 1 ou 2 aux positions 2,3, 4, 5 et 6 du saccharide

« accepteur ». Toute la diversification des groupements glycosylés réside ainsi dans 1’application
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régulée et concertée de ce potentiel enzymatique (Ohtsubo and Marth, 2006). Il existe 3 types de
glycosylation : 1’O-glycosylation, la N-glycosylation et la formation des glycosamino- ou
protéoglycans. Les glycosaminoglycans sont, comme lors de la O-glycosylation, liés a des résidus
Sérine ou thréonine mais, contrairement aux groupements ramifiés créés par la N-glycosylation,
générent une chaine linéaire de saccharides (Esko and Selleck, 2002). Il existe également des
mécanismes de glycosylation des lipides qui donnent lieu notamment aux gangliosides, constituant
I’essentiel de la membrane plasmique, ainsi que la formation de protéines auxquelles est rattaché le
groupement GPI (Glycosylphosphatidylinositol) permettant leur ancrage dans la membrane plasmique
(Kinoshita et al., 1997; Maccioni et al., 2002). Par ailleurs, la glycosylation peut également avoir lieu
sur d’autres acides aminés que ceux utilisés lors de la N- ou O-glycosylation tels que la tryptophane, la

lysine, ou la tyrosine (Ohtsubo and Marth, 2006).

b) O-glycosylation
Dans le cas de la O-glycosylation, les oligosaccharides sont liés au groupement hydroxyle d’un résidu
sérine ou thréonine, ou de I’hydroxylysine dans le cas du collagéne. Il n’existe a priori pas de
séquences consensus nécessaire a cette réaction et les chaines liées en O sont plus courtes et plus
variables qu’en N. Le premier saccharide lié est N-acétyle-galactosamine et se poursuit par différentes
réactions possibles. Un des mécanismes principaux de 1’0O-glycosylation est 1’addition d’unités de
polylactosamine au noyau précurseur et formés par 1’addition répétitive de galactose et d’unités de N-
acétyle-glucosamine. La O-glycosylation est importante dans la création des groupements rhésus et
des facteurs de coagulation du sang (Schachter, 2000). Mais, pour des raisons que nous découvrirons

plus tard, notre intérét se porte tout particuliérement a la N-glycosylation.

¢) N-glycosylation
Au cours de la synthése des groupements N-glycosylés dans les cellules de mammifére, un noyau
formé par 14 saccharides et attaché a la membrane du RE (réticulum endoplasmique) est ajouté, en
une seule étape, par des protéines localisées sur les deux bords de la membrane du RE. Cet
oligosaccharide précurseur est transféré d’un transporteur (le dolichylpyrophosphate) a une chaine
polypeptidique naissante et en cours de traduction (structure présentée dans la figure 21). Il est couplé,
a travers une liaison glycosidique de type N (au niveau du groupement amine), a la chaine latérale
d’un résidu asparagine dont la réaction est cvatalysée par une oligosaccharyltransferase qui reconnait
une séquence consensus (Fig.21). Cette séquence consensus Asn-X-Ser/Thr, reconnue a la sortie de la
protéine du translocon, est glycosylée dans plus de 90% des cas (Helenius and Aebi, 2001).
Immédiatement aprés ce couplage, les résidus glucose et mannose terminaux sont élagués du noyau
précurseur & I’aide de glucosidases et mannosidases, cet élagage se poursuivra lors du transfert de la
protéine vers |’appareil de Golgi. Dans la plupart des cas, de nouveaux sucres sont ajoutés au cours de

la maturation de la protéine pour produire des groupements glycosylés ramifiés et complexes
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d) Glycosylation et maturation progressive au sein du RE et de

I’appareil de Golgi

La glycosylation est une des principales modifications post-traductionnelles et se déroule ainsi au
cours de la maturation des protéines dans la voie de sécrétion. Le RE et 1’appareil de Golgi se
partagent les tiches : les protéines
sont générées suite a leur
translocation dans le RE,
connaissent une premiére étape de
glycosylation avec I’ajout et
I’élagage de 1’oligosaccharide
précurseur et voyage ensuite vers
I’appareil de Golgi pour d’autres

phases d’élagage et

d’élongation/ramification. Au
Figure 21. Structure et composition de I’oligosaccharide sem du RE, la majorit€ de la
précurseur de la N-glycosylation machinerie biosynthétique fait face
(Adapté d’aprés Hélénius and Abi, 2001)
Aprés ajout de cet oligosaccharide précurseur au niveau de cette
séquence protéique consensus, les résidus glucose et mannose qui sont fournis par des enzymes
seront élagués par des glucosidases et des mannosidases

au cytosol et utilise des précurseurs

cytosoliques. Une fois synthétisés,
ces produits sont alors transloqués
a travers la membrane au sein du Jumen. C’est le cas pour le précurseur de la glycosylation dont la
synthése a lieu au niveau cytosolique et qui posséde un groupement lipidique (le dolichol) qui lui
permet un ancrage dans la membrane. Le précurseur sera ainsi transloqué, 7 sucres y sont additionnés
et le précurseur est ajouté a la chaine polypeptidique naissante pour ensuite étre €lagué au sein du RE
par les glucosidases et mannosidases (Helenius and Aebi, 2001). Le processus de transfert du
précurseur est catalysé par une oligosaccharyltransferase. Les glucosidases I et IT sont solubles et
résident dans le lumen du RE alors que I’a-mannosidase I est elle-aussi liée a la membrane. Une fois
que cette structure MangGlcNAc, est produite au sein du RE et que la protéine a terminé ses
différentes étapes de repliement (& 1’aide de chaperonnes et d’enzymes de repliement), celle-ci est
transférée vers |’appareil de Golgi (cis-Golgi) pour y connaitre d’autres étapes d’élagage et
d’¢longation (Fig.22)(Jones et al., 2005).

Au sein de I'appareil de Golgi, les protéines résidentes telles que les glycosidases, les
glycosyltransferases, les perméases, les enzymes protéolytiques, les lectines et autres sont pour la
plupart liées a la membrane et font face au lumen de 1’appareil de Golgi. Par ailleurs, I’assemblage au
sein de |’appareil de Golgi fait usage de précurseurs solubles dans le lumen préalablement transférés

du cytosol a I'aide de transporteurs spécifiques. Ainsi, les évenements synthétiques « golgiens » ont
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lieu dans le lumen, au niveau de la surface intérieur de 1’appareil de Golgi. La-bas, plusieurs résidus
mannose sont aussi éliminés. Notamment, 1’addition d’un résidu GlcNac est suivie de 1’élagage de
deux autres résidus mannose. Le constat de ces étapes est que seuls 5 sucres de |’oligosaccharide
précurseur survivent. Débutent alors les phases terminales de glycosylation permettant 1’ajout de
sucres tels que le GlcNac, le galactose, ’acide sialique ou le fucose. La maturation des protéines aura
ainsi lieu alors qu’elles sont progressivement transportées du compartiment cis au compartiment trans
de I’appareil de Golgi (Palade, 1975). Ce transport cis-trans constitue un vaste domaine d’études avec
son lot de controverses et débats quant a sa nature : transport vésiculaire, percolation ou maturation
des différentes citernes (Pelham and Rothman, 2000). Le nombre de branchements formés est variable
tout comme le sont le nombre et I’identité des sucres ajoutés (Fig.22). En effet, les modifications
s’effectueront de fagon séquentielle et ordonnée en suivant la spécificité de chaque enzyme pour
chacun des sites d’action. La nature des arborisations finales permet de séparer les glycoprotéines en 3
familles : le type riche en mannose (ne contient que des résidus mannose en plus de la structure de
base), le type hybride (qui contient divers sucres) et le type complexe (qui, parmi ces sucres, contient
aussi des acide N-acétylneuraminiques (NANA)). Parmi les nombreuses glycosyltransferases qui
résident dans I’appareil de Golgi, on retrouve notre protéine d’intérét, la Mgat5 ou GlcNac-TV pour
B1-6N-acetylglucosaminyltransferase V (Dennis et al., 2002). Les protéines glycosylées seront ensuite

transportées, sécrétées ou ciblées vers la membrane plasmique (Helenius and Aebi, 2001).

— . R — - =

Further trimming Terminal glycosylation

Figure 22. Les différentes étapes de la N-glycosylation au cours de la maturation des
protéines a travers le RE puis I’appareil de Golgi
(Adapté d’aprés hélénius et Aebi, 2001)
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3. L’enzyme Mgat5, base de notre modéle d’étude

a) Réaction chimique et détection

La UDP-N-acetylglucosamine: a-6-D-mannoside pl,6 N-acetylglucosaminyltransferase V ou f1,6 N-
acetylglucosaminyltransferasé V ou GlcNac-TV ou Mgat5 (nous la nommerons dorénavant Mgat5,
pour mannoside acetyl glucosaminyl transférase 5) est une des enzymes phare impliquées dans la
formation des oligosaccharides de type complexe. Elle est responsable de la production
d’intermédiaires N-glycosylés qui seront allongés par 1’addition de groupements poly-N-
acetyllactosamine, créant ainsi un ligand privilégié pour des lectines particuliéres, les galectines {pour
galactose binding lectins). Mgat5 transfere le N-acetyiglucosamine (GlcNac) provenant de I’UDP-
GlcNac sur le groupement hydroxyle du carbone 6 (iu résidu mannose (li€ en position o) de la
séquence GlcNacfi1,2Manal,6Manf de |’oligosaccharide en cours de maturation donnant lieu a un
branchement de type 1,6 (Cummings et al., 1982). La nouvelle séquence formée par cette réaction
catalysée par Mgat5 a lieu au niveau du compartiment médian de 1’appareil de Golgi. Suite a cela, les
protéines modifiées par Mgat5 et destinées a la surface cellulaire voyageront a travers le compartiment'
trans de I’appareil de Golgi ou elles connaitront les modifications supplémentaires : 1’addition de
séquences terminales permettant la formation d’une troisiéme (2,2,6) et d’une quatriéme (2,4,2,6)
branche au niveau des arborisations de 1’oligosaccharide en cours de maturation. Ces terminaisons
sont formées de combinaisons diverses de N-acetyllactosamine et poly N-acetyllactosamine coiffées
de I’acide sialique, du fucose et du sulfate (Dennis et al., 2002)(Fig.23). Ces branchements seront en
effet des intermédiaires glycosylés complexes a trois ou quatre branches permettant 1’élongation et
I’addition de poly N-acetyllactosamine par les enzymes B1,3GlcNAc-T(i) et B1,4Gal-TI (Ujita et al.,
2000). La déficience d’expression de Mgat5 par certaines lignées tumorales montre un déficit de N-
glycans dans leur proportion de groupements poly N-acetyllactosamine dont les niveaux peuvent
également étre régulés par ’action de ces deux enzymes précédemment citées (Dennis et al., 2002)
(Fig.23). 1l existe un moyen simple de détecter ’activité de Mgat5 a travers ’'usage d’une lectine de
plante nommée leukoagglutinin Phaseolus vulgaris (L-PHA) qui lie préférentiellement ces
branchements B1,6 ou plus précisément les branchements GalB1-4GlcNAcB1-6[GalB1-4GIlcNAcB1-2]
que I’on trouve aprés catalyse par la Mgat5. Cette lectine a largement été utilisée en tant que marqueur
de Pactivité de MgatS (Cummings and Kornfeld, 1982). Elle a notamment permis de mettre en
évidence une augmentation de ’activité de Mgat5 et de ses dérivés N-glycosylés dans des carcinomes
hépatocellulaires humains et des foies souffrant de cirrhose et a été un facteur corrélant avec un
mauvais pronostic et une faible espérance de vie pour des patients atteints de cancers colorectaux
primaires (Fernandes et al., 1991; Ito et al., 2001). Par ailleurs, la réactivité a la lectine L-PHA était
plus forte sur les bords extérieurs de carcinomes de I’cesophage, suggérant un réle dans son invasivité

(Takano et al., 1990).

61



I. Introduction

A

Ga @ 3
Man ®
GikkNAC 8 bi tri Poly N-acetyl-
NeuNAc & lactosamine
N-X-S/T-%m .
A
n
Gal-T

p1,6
MII Gal-T T(i) SaT tetra
—> -> —> - > >
s § 1)

Figure 23. Diagramme représentant les étapes medial- et trans-golgiennes de la
N-glycosylation et le role de MgatS

(Adapté d’apres Partridge et al., 2004)

Mgat5 génére des branchements glycosylés 31,6 de type complexe, la base de
I’élongation par des groupements poly N-acetyllactosamine qui sont ajoutés par
’action répétitive de la 1,3 N-acetylglucosaminyltransferase (T(i)) et de la 1,4
galactosyltransferase (Gal-T). Les 3-N-acetylglucosaminyltransferases Mgatl a
Mgat5 sont désignées TI, TII, TIII,

TIV, TV, et ’al,3/6 mannosidase, MII; I’a2,3 sialyltransferases, Sa-T; SW étant
utilisé pour I’inhibiteur alkaloide swainsonine.

b) Mgat5 : spécificité tissulaire et régulation transcriptionnelle

Chez les mammiferes et C.elegans, un seul géne de 17 exons code pour I’enzyme Mgat5 dont le
produit génére une protéine membranaire de type Il de 740 acides amunés de long et présente une
homologie de 97% entre les humaines et le rat (Shoreibah et al., 1993). Des expériences ont démontré
que la séquence allant des acides aminés 213 a 740 était suffisante pour son activité catalytique : les
183 acides aminés restants codant pour un domaine transmembranaire de 17 AA et une queue
cytosolique de 12 AA (Korczak et al.,, 2000). Il est possible de retrouver un domaine catalytique
équivalent dans la protéine gly-2 exprimée dans les levures qui, si elle est transfectée dans des cellules
CHO, est capable de restaurer les taux de N-glycans réactifs a L-PHA a la surface cellulaire (Korczak
et al., 2000).

L’expression du gene Mgat5 est faible dans ’embryon de souns au stade E7 mais est trés forte au
stade E9.5. Au cours des stades tardifs du développement embryonnaire, I’expression du géne Mgatrs
est détectable dans le systéme nerveux central, les couches basales de I’épithélium de la peau,
I’intestin, les reins, les tissus endocrines et le tractus respiratoire (Dennis et al., 2002; Korczak et al,,

2000). L’expression de Mgat5 est particuliérement élevée dans les granulocytes, les monocytes, les
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macrophages, les lymphocytes et toute une variété de cellules tumorales (Chakraborty and Pawelek,
2003). Sa transcription est positivement régulée par les oncogénes ras, src, et her2/neu (Korczak et al.,
2000) ainsi que les oncogénes Ras-raf-Ets dans des fibroblastes en culture suggérant son implication
dans le cancer. En effet, des observations ont pu mettre en évidence que les N-glycans de type
complexe étaient plus larges aprés la transformation, suite notamment 4 une plus grande concentration
de branchements 1,6 et de groupements poly-N-acetyllactosamine. Il est possible d’augmenter
Pactivité de Mgat5 suite a la transformation par le Polyoma Virus ou le Rous Sarcoma Virus (Pierce
and Arango, 1986). Par ailleurs, la surexpression exogéne de Mgat5 dans des cellules épithéliales
induit la perte de I’inhibition de contact, un phénotype morphologique de transformation et la
formation de tumeurs dans des souris athymiques (Demetriou et al., 19953). Inversement, des cellules
déficientes en Mgat5 n’étaient pas capables de former des métastases suggérant un role important par

Mgat5 dans la progression tumorale (Lu et al., 1994),

¢) Les legons a tirer des souris déficientes en Mgat5, 1a base de notre

modele d’études
Les souris déficientes en Mgat5 sont en effet un aspect important de notre étude. Elles ont été générées
par notre collaborateur Jim Dennis, 4 I’Université de Toronto, dans le but de connaitre I’implication de
Mgat5 dans le systéme immunitaire et la progression tumorale. La stratégie que son équipe utilisa fut
de remplacer le premier exon du géne codant pour Mgat5 par le géne codant pour la B-galactosidase
(LacZ). Deux clones ayant opéré la recombinaison homologue ont été utilisés pour produire les souris
et I’expression tissulaire de LacZ fut évaluée : elle était identique a la spécificité tissulaire de Mgat5,
indiquant que le géne rapporteur utilisé reflétait la transcription de Mgat5 (Demetriou et al., 2001b;
Granbvsky et al., 2000; Granovsky et al., 1995). Alors que les souris Mgat5-/- apparaissaient normales
4 la naissance, de nombreuses déficiences furent observées au niveau de la progression tumorale, de
I’hypersensibilité aux cellules T, de la susceptibilité aux maladies auto-immunes et de problémes
comportementaux dans l’approvisionnement en nourriture des nouveaux nés. Des problémes de
comportement sont 4 ’origine de cette derni¢re déficience, car la présence de méres sauvages

empéche la mort des nouveaux nés Mgat5-/-.

(1) Mgat5 régule les niveaux d’activation du TCR
Des études préalables suggéraient l'implication des groupements glycosylés par Mgat5: la
swainsonine, inhibiteur de I’a-mannosidase IT (Fig.23), amplifiait la prolifération de cellules T alors
que des cellules déficientes en cette enzyme développait des maladies auto-immunes du rein (Chui et
al., 2001). L’étude des souris Mpat3-/- démontra qu’en fonction de 1’4ge, les souris soufiraient de

glomérulonéphrite, une maladie auto-immune du rein. Par ailleurs, les souris Mgat5-/- étaient plus
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susceptibles de développer une encéphalomyélite auto-immune expérimentale, qui est une maladie
dépendante des cellules T. Les cellules T provenant des souris Mgat5-/- développent une
hypersensibilité & la présentation d’anticorps dirigés contre le TCR (T-cell receptor), alors que leurs
cellules B, qui dans des conditions sauvages expriment MgatS, répondent tout & fait normalement a
cette stimulation (Demetriou et al., 2001b). Le TCR posséde des groupements glycosylés complexes a
double branchement et peut étre 1ié par des lectines multivalentes a la surface cellulaire dont 1’action
serait d’y former un treillis 4 la surface cellulaire et de restreindre sa diffusion. La mobilisation et
I’agrégation du TCR était fortement amplifiée dans les cellules Mgat5-/- (Demetriou et al., 2001b).
Ces TCR sont recrutés au niveau des synapses immunologiques par le complexe peptide-complexe
majeur d’histocompatibilité 4 la surface de la cellule présentatrice d’antigénes. Un nombre minimum
de récepteurs TCR est requis pour activer cette réponse, ce nombre limite était augmenté dans les
cellules Mgat5-/-. Les lectines (notamment la galectine-3, voir chapitre suivant) lient les branchements
B1,6 formés par 1’enzyme Mgat5 sur le récepteur TCR et empéchent son agrégation et, de ce fait, leur
recrutement au sein de la synapse immunologique. Cette caractéristique était perdue dans les cellules
Mgat5-/-, d’ou leur hypersensibilité a ’agoniste des cellules T et la forte induction de la formation de
la synapse immunologique (Demetriou et al., 2001b). Ces résultats suggérent ainsi que dans des
conditions normales, la réponse du TCR a ses agonistes est modérée par la liaison de la galectine-3.
Dans une étude plus récente, on peut observer que Mgat5 promeut la signalisation leucocytaire, la

phagocytose et I’extravasation in vivo (Partridge et al., 2004b).

(2) MgatS sous-régule la production de cytokine Thl par les

cellules T

La différenciation des cellules T CD4+ naives en cellules proinflammatoires Thl ou en cellules
proallergiques Th2 influence fortement les réactions d’auto-immunité, d’allergie, ainsi que la
surveillance immunitaire des tumeurs (Morgan et al., 2004). L’expression des groupements glycosylés
par Mgat5 est induite par la stimulation du TCR, indépendamment de la division cellulaire. Des
splenocytes activés et des cellules T naives provenant des souris Mgat5-/- produisent plus d’IFN-y
mais moins d’IL-4 que les cellules provenant de souris Mgat5+/+. Cette augmentation dans la
production d’ IFN-y peu étre reproduite en traitant des cellules T humaines et murines avec I’ inhibiteur
alkaloide de I’a-mannosidase II, la swainsonine, sans amplifier la réponse forte existant déja chez les
cellules Mgat5-/-. La déficience en Mgat5 n’affecte pas les taux de sécrétion des ces 2 facteurs par les
cellules polarisées Thl mais cause une multiplication par un facteur 10 de la production de I’'IFN-y par
les cellules polarisées Th2 (Morgan et al., 2004). Ces données, en accord avec les résultats obtenus sur
la réponse au TCR, (Demetriou et al., 2001b), montrent que la régulation négative de la signalisation

du TCR par I’enzyme Mgat5 induit le développement d’une réponse Th2 et induit la polarisation de
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cellules Th2 suggérant un mécanisme a ’origine de I’augmentation de la susceptibilité aux maladies

auto-immunes observées dans les cellules Mgat5-/-.

(3) La déplétion de Mgat5 retarde la progression tumorale

Dans le but d’étudier le rdle joué par Mgat5 dans la progression tumorale, notre collaborateur Jim
Dennis a développé un modele tumoral basé sur les souris transgéniques exprimant la protéine du
Polyoma vims Middle T (PyMT) sous le contrfle du promoteur contrdlant I’expression du virs de
tumeurs mammaires murines (MMTYV) permettant la formation de tumeurs spécifique au tissu, en
I'occurrence les glandes mammaires. PyMT est une protéine qui stimule ’oncogenése de par ses
multiples sites d’ancrage pour des protéines de signalisation impliquant la protéine Src & ’origine de
I'amplification de la prolifération cellulaire. Cette protéine promeut notamment ’activation de src, de
la PI3K ainsi que de la voie Shc/Ras. Ces souris PyMT furent par conséquent croisées avec les souris
Mgat5-/-(Granovsky et al,, 2000). Le premier résultat cinglant fut un retardement significatif de la
croissance tumorale ainsi qu’une inhibition de la vitesse de prolifération de ces tumeurs. Par ailleurs,
les métastases aux poumons furent réduites par un facteur 20 dans les souris Mgat5-/- impliquant
Mgat5 également dans la formation de métastases. Les tumeurs retrouvées dans les souris Mgat5-/-
présentaient une réduction de ’activation de la voie PI3K/PKB/Akt et les cellules isolées a partir de
ces tumeurs présentaient une réduction de la vitesse de polymérisation d’actine. Une minorité des
tumeurs observées dans les souris MgatS-/- (~5%) étaient capables de croitre de fagon rapide,
échappant a I’inhibition de croissance orchestrée par la déplétion de Mgat5 (Granovsky et al., 2000).
Ces études suggérent fortement que ’enzyme MgatS joue un rdle primordial dans la progression
tumorale et constituera I’'un des principaux axes de ma recherche. Dans des études que nous
discuterons plus tard, I’équipe de notre collaborateur a pu montrer que l’expression de MgatS
sensibilisait les cellules & la signalisation par les cytokines et constituait par conséquent un facteur
limitant pour la transition EMT, la motilité cellulaire et ]a formation de métastases (Partridge et al.,

2004b).

d) Implication de I’enzyme Mgat5 dans le cancer

MgatS est 'une des glycosyltransférases les plus actives dans les phénoménes de métastasie et
d’invasion tumorale. L’implication de Mgat5 dans le cancer fut mise en évidence il y a deux
décennies. L’augmentation des groupements poly N-acetyllactosamine fut observée aprés
transformation de cellules de rein de hamster par le virus RSV (Rous Sarcoma virus) (Pierce and
Arango, 1986). Une année plus tard, soit en 1987, notre collaborateur Jim Dennis mettait en évidence
I’implication de Mgat5 et des branchements B1,6 dans la métastasie, notamment par I’intermédiaire

d’une glycoprotéine gpl30 (Dennis et al., 1987). Depuis, de nombreuses études impliquent Mgat$5
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dans les processus tumoraux. Des études sur des modéles de transplantation de tumeurs indiquent que
le produit du géne Mgat5 contribue directement a la croissance tumorale et la métastasie qui en
résulte, alors que des cellules tumorales naturellement déficientes en Mgat5 produisent moins de
tumeurs spontanées et croissent plus lentement (Demetriou et al., 1995; Lu and Chaney, 1993; Lu et
al.,, 1994; Seberger and Chaney, 1999; Seberger et al., 1999). La réduction du potentie] métastatique
peut étre induit par I’inhibition de la formation des branchements 1,6 suite au traitement & I'aide de la
swainsonine (inhibiteur de I’a-mannosidase II) (Demetriou et al., 1995; Dennis et al., 1987; Yagel et
al., 1989) ou suite 3 la surexpression de Mgat3, un inhibiteur compétitif de Mgat3 (Yoshimura et al.,
1995; Zhao et al., 2006). La swainsonine a d’ailleurs fait 1’objet d’essais cliniques tant ses vertus anti-
tumorales sont efficaces (Goss et al., 1997). Mgat3 est une enzyme qui génére des groupements
P1,4GIcNAc plutét que les groupements B1,6GlcNAc. Des souris déficientes en MgatS présentent un
retardement de la croissance tumorale et du développement de métastases (Granovsky et al., 2000).
Une étude rapporte également que la MgatS peut étre sécrétée et peut stimuler I’angiogenése tumorale
sans avoir recours a son activité de glycosylation (Saito et al., 2002).

Bien que I'implication de I’enzyme MgatS dans le cancer ne reste plus a démontrér, il existe quelques
cas inverses dans lesquels Mgat5 pourrait jouer un réle inhibiteur du développement tumoral. En effet,
I’expression de MgatS et de ses branchements de polylactosamine est un facteur de bon pronostic pour
des patients atteint de cancer de la vessie et corréle avec un faible potentiel métastatique de ce type de
cancer (Ishimura et al., 2006). De fagon similaire, une forte expression de Mgat5 est retrouvée dans
des cas de neuroblastomes au pronostic plus favorable (Inamori et al., 2006). Cette expression €levée
est également corrélée 3 un bon pronostic dans certains types de cancer du poumon (NSCLC)
(Dosaka-Akita et al., 2004). On peut ainsi voir que malgré les évidences multiples démontrant une
corrélation positive entre ’activité de Mgat5 et le développement tumoral, quelques exceptions
existent.

Bien que beaucoup de mécanismes restent & élucider, Mgat5 semble jouer un réle tout particulier dans
la promotion des phénoménes invasifs causant le développement tumoral. Ainsi, nombreuses sont les
études montrant que Mgat5 réduit ’adhésion a la matrice extracellulaire et promeut la migration
cellulaire (Demetriou et al., 1995; Dennis et al., 1999; Yagel et al., 1989; Zhao et al., 2006). Parmi les
molécules impliquées dans ces phénoménes migratoires, on retrouve trés souvent la famille des
intégrines, mais également des cadhérines et le CEA (pour carcinoembryonic antigen) (Chakraborty
and Pawelek, 2003). Les intégrines semblent étre |’une des cibles principales de 1’activité exacerbée de
I’enzyme Mgat3. Pour citer un exemple, ’intégrine o3p1 est fortement glycosylée par Mgat5 mais
I’est également par I’enzyme Mgat3. Alors que la glycosylation dépendante de Mgat5 promeut la
métastasie, celle par Mgat 3 I’inhibe. Une étude récente suggére que les deux enzymes modifient de
fagon compétitive la méme molécule d’intégrine avec un effet contraire sur la migration cellulaire.

L’enzyme Mgat3 semble cependant éire dominante sur Mgat5 et décroit la migration cellulaire médiée
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par 'intégrine a3f1l(Zhao et al., 2006). Les études sur les cellules provenant des souris Mgat5-/-
montrent également un phénotype migratoire déficient impliquant une insuffisance dans la formation
des points focaux (Granovsky et al., 2000). Les sous-unités a5, B1, a3, av sont des cibles reconnues
de Mgat5 dont la glycosylation promeut la migration cellulaire par une réduction de 1’adhésion
cellulaire (Demetriou et al., 1995; Dennis et al., 1999). L’effet de Mgat3 sur la migration cellulaire et
P’invasion semble pouvoir étre également médié par son activité sur les MMP, dont la matriptase, qui
présente une glycosylation par Mgat5 et serait surexprimée dans les cellules tumorales (Ihara et al.,
2002). Par ailleurs, ’inhibition de la formation des branchements (1,6 réduit I’expression de la
collagénase de type IV impliquée dans la migration de mélanomes (Seftor et al., 1991). On peut
également retrouver des études démontrant que Mgat5 serait un important acteur anti-apoptotique dans
le développement tumoral en inhibant notamment 1’apoptose causée par un stress du RE (Xu et al,,
2007). Enfin, I’activité de Mgat5 sur la glycosylation des récepteurs de facteurs de croissance dont
I’EGFR semble étre une piéce clé dans son action positive sur la progression tumorale. Récemment,
une approche destinée & réduire l’e)ipression de Mgat5 par la technique du siRNA a montré qu’elle
réduisait ’invasivité de cellules de carcinomes mammaires induite par I’EGF, mettant en évidence un
role de Mgat5 dans le dialogue entre les intégrines et I’EGFR (Guo et al., 2007b). Notre collaborateur
avait d’ailleurs démontré que Mgat5 était essentielle a la séquestration des facteurs de croissance i la
surface de la cellule, entrainant ainsi une activation constitutive de ces récepteurs qui ne connaissent
pas la phase de désensibilisation par endocytose et contribuent ainsi au développement tumoral
{(Partridge et al., 2004b). Cet effet implique néanmoins la formation d’un treillis a la surface de la
cellule qui nécessite ’action des galectines. Le temps est ainsi venu d’introduire les galectines, ces

« lectines liant le galactose », et le concept de treillis moléculaire.

4. N-glycans, les récepteurs aux galectines
Les lectines sont des protéines qui reconnaissent des groupements riches en carbone et en hydrogéne
tels qu’on les retrouve dans les saccharides liés aux protéines ou aux lipides sous la forme de
groupements glycosylés. Elles ont ainsi capables de reconnaitre la partie oligosaccharidiques de
glycoprotéines que l’on retrouve sécrétées, a la surface de la cellule ou attachées a la MEC et
possédent de nombreuses fonctions, allant de 1’adhésion cellulaire & 1’interaction entre cellules en
passant par la reconnaissance d’agents pathogénes. Elles comprennent plusieurs familles dont celles

des galectines.

a) Galectines, késako ?

Les galectines, terme introduit en 1994, sont définies par leur habilité a reconnaitre le B-galactose et
par leur similarité dans la séquence en acides aminés de leur site d’action (reconnaissance du p- -

galactose) (Barondes et al.,, 1994). Toutes les galectines possédent un ou plusieurs domaines de
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reconnaissance des groupements carbohydratés (CRD, pour Carbohydrate recognition domain) de 135
acides aminés avec une grande similarité dans leur séquence (d’ou le besoin de les regrouper sous la
forme d’une famille). A ce jour, on compte 15 galectines différentes qui sont divisées en 3 classes.
Elles présentent une trés forte conservation au cours de 1’évolution et on peut retrouver les membres
de cette famille dans des organismes allant des nématodes aux mammiféres (Hougzelstein et al., 2004).
Les sites de reconnaissance des groupements carbohydratés des galectines peuvent accueillir des
saccharides adjacents en plus des galactoses, ce qui leur confére une spécificité. Elles sont synthétisées
par des ribosomes cytosoliques, ne possédent pas de séquence-signal et possedent des queues N-
terminales acétylées. Elles peuvent étre phosphorylées mais aucune autre modification post-
traductionnelle n’a & ce jour été démontrée (Leffler et al., 2004). A partir du cytosol, les galectines
peuvent €tre transportées vers le noyau ou vers d’autres organelles intracellulaires, mais elles peuvent
également étre sécrétées dans le milieu extracellulaire selon une voie non-classique. En effet, les
galectines possédent des actions intra- et extracellulaires (Leffler et al., 2004; Ochieng et al., 2004b;
Patterson et al., 2004). Pour exemple, la galectine-3, notre galectine d’intérét, possede des actions bien
connues au niveau extracellulaire et essentielles dans 1’adhésion et la signalisation extracellulaire
(Ochieng et al., 2004b); elle posséde également de nombreuses fonctionnalités au niveau
intracellulaire, notamment au sein du noyau, telles que la régulation de I’apoptose (Nakahara et al.,
2005; Ochieng et al., 2004b). Cette dichotomie est ’un des principaux mysteres des galectines et
constitue également le plus excitant car elle pose la question suivante: ses activités intra- et

extracellulaires sont elles liées ?

b) Rale des galectines : physio/pathologies

In vivo, certaines galectines sont distribuées dans une grande variété de tissus alors que d’autres
présentent une certaine spécificité. Leur expression est modifiée au cours des phases de différenciation
et de développement. Les galectines sont notamment souvent surexprimées par les tissus tumoraux
(Liu and Rabinovich, 2005). De nombreux réles biologiques ont été attribués aux galectines, tels que
la régulation du systéme immunitaire et inflammatoire (Nieminen et al., 2005; Sato and Nieminen,
2004), la progression du cancer (Liu and Rabinovich, 2005) et la participation & certains processus
spécifiques du développement (Hughes, 2004). Les approches des souris déficientes pour 1’expression
de certaines galectines tendent a confirmer les études menées in vitro. Par exemple, des souris knock-
out pour la galectine-3 montrent des déficiences dans le développement des os, la survie et ’activation
des neutrophiles et des macrophage et la phagocytose (Poirier, 2002; Sano et al., 2003). Les souris
n’exprimant pas la galectine-1 présentent des troubles du développement des neurones olfactifs et des
muscles (Watt et al., 2004). Malgré cela, ni I’une, ni ’autre ne sont indispensables au développement
et 4 la survie des cellules (Colnot et al., 1998). Des études plus récentes ont montré que la galectine-3
était surexprimée dans des maladies fibreuses du foie et largement impliquée dans le processus de

fibrose hépatique (Henderson et al., 2006). Ces quelques exemples nous montrent que les galectines
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possédent ainsi un grand champ d’action. Mais leur implication au niveau des processus tfumoraux est
celle qui nous intéresse le plus. Outre des différences d’expression observées entre les cellules
tumorales et normales, des changements de localisation ont également été rencontrées (noyau-cytosol)
(Califice et al., 2004; Lotz et al., 1993; van den Brule et al., 2004b). Les galectines apparaissent multi-
potentes dans les processus tumoraux et métastasiques: elles peuvent toucher a la fois la
transformation tumorale, la prolifération cellulaire, 1’apoptose, 1’adhésion des cellules tumorales, la
migration, les processus d’angiogenése et les processus inflammatoires (Liu and Rabinovich, 2005).
Les galectines participent également au ciblage et au tri des protéines vers les membranes apicales, par

exemple les galectines -3 et -4 (Delacour et al., 2006; Delacour et al., 2005; Delacour et al., 2007).

¢) Structure/assemblage des galectines : zoom sur la galectine-3

A ce jour, les galectines sont au nombre de 15

a
et divisées en 3 sous-groupes en fonction du Type Structure  Galectin
nombre de domaines CRD et de la longueur et One CRD « 125.7.10.11.13.14.15
~ 3
structure de leur queue N-terminale qui leur Two-cRD A 468912
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terminale : ce sont les galectines 1, 2, 5, 7, 10,
11, 13, 14 et 15. Puis, il y a le groupe des
galectines possédant deux domaines CRD qui
comprend les galectines 4, 6, 8, 9 et 12. Enfin,
. N - i i
la galectine-3 est particuliére car elle est la W:-UrJ 'U ......
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-_e | ) Signal transduction |
terminale  capable de  médier  son s |Seactose-certaining
—zo
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d’un  monomére, d’un dimére ou d’un
oligomére en fonction de la concentration et Nature Reviews | Cancer

de la présence du ligand. Les diméres peuvent

) . Figure 24. La famille des galectines
également prendre deux formes différentes (Adapté d’aprés Liu et Rabinovich, 2005)

(Leffler et al., 2004). Par conséquent, que ce
soit les galectines a un ou deux domaines CRD, elles peuvent lier un ou deux épitopes différents qui
leur permet de former des interactions bi- ou multivalentes essentielles & certaines de leurs fonctions

biologiques (Fig.24). En effet, ces interactions multivalentes peuvent étre & 1’origine de la formation
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d’un treillis moléculaire & la surface de la cellule destiné a concentrer (ou exclure) certaines
glycoprotéines ou glycolipides au sein du treillis. La formation de ce treillis & la surface cellulaire
organise la membrane plasmique en domaines spécialisés dont les fonctions peuvent réguler des
processus tels que la prolifération, 1’adhésion ou la mort cellulaire (Brewer et al., 2002). Bien que la
présence de galactose soit essentielle a la liaison de toutes les galectines, leur affinité pour le
monosaccharide est plutot faible (avec des Kd de 1’ordre du mM) mais elle augmente si le galactose
est attaché a d’autres saccharides tels que le GlcNAc formant des chaines de polyllactosamine (Dumic
et al., 2006; Hirabayashi et al., 2002).

(1) Le domaine N-terminal de la galectine-3

La galectine-3 est une galectine particuliére et attire beaucoup d’attention. D’un poids moléculaire se
situant entre 29 et 35 kDa, elle fut initialement identifiée en tant que Mac-2, un antigéne de 32 kDa
que I’on trouve a la surface des macrophages (Ho and Springer, 1982). Sa présence avait été suggérée
dés 1981 par la découverte d’une activité lectine a la surface des cellules tumorales que la fétuine était
capable d’agréger (Raz and Lotan, 1981). Sa structure différe sensiblement de toutes les autres
galectines : sa longue chaine polypeptidique forme deux domaines structurellement différents, un
domaine N-terminal atypique et un domaine CRD. Le domaine N-terminal, long de 110-130 acides
aminés, est une structure relativement flexible et est composé de 7 4 14 modules répétitifs. Bien qu’il
ne posséde aucune activité de liaison de groupements glycosylés, il est essentiel a son activité
biologique. Ce domaine N-terminal contient les sites de phosphorylation (par la caséine kinase I)
(Huflejt et al., 1993) au sein d’un petit domaine de 12 acides aminés. Des perturbations de ce petit
domaine entravent la sécrétion de la galectine-3 et perturbent ses propriétés anti-apoptotiques (Dumic
et al., 2006). |

(2) Le domaine CRD de 1a galectine-3

Composé de 130 acides aminés, ce domaine forme une structure globulaire qui accueille le site de
liaison des groupements carbohydratés et est similaire au domaine CRD des autres galectines. Ce
domaine contient néanmoins un site NWGR qui confére 4 la galectine-3 son activité anti-apoptotique.
Cette séquence est en effet fortement conservée au sein de la famille des protéines de type Bcl-2
(Yang et al,, 1996). Elle est également impliquée dans 1’agrégation de molécules de galectine-3 en

absence du ligand (Yang et al., 1998).
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(3) Lareconnaissance des groupements glycosylés et sa

multivalence

: : , A. Cell adhesion
Le ligand favori de la galectine-3 se compose

de N-acetyllactosamine et, par une extension
de son domaine CRD et un nouveau site de

B. Signal
transduction

&

liaison, peut accueillir des oligosaccharides
plus longs tels que les polylactosaminoglycans

(Knibbs et al., 1993). L’interaction entre la

galectine-3 ou son CRD avec les
oligosaccharides induira un changement de
conformation et un réarrangement des boucles ¢ Formation of galectin-glycoprotein lattice
se situant non loin du site de liaison. Par
ailleurs, la phosphorylation a la position sérine
6 affecte fortement son affinité pour le ligand
et fut proposée comme un interrupteur de la

liaison de la galectine-3 a son ligand et des ses

effets biologiques consécutifs (Mazurek et al.,

Figure 25. Oligomérisation de la galectine-3
(Adapté d’aprés Nieminen et al., 2007)

les plus importantes est sa forte propension &  I’oligomérisation de la galectine-3 est a la base de 3
fonctions extracellulaires telles que (A) I’adhésion
cellulaire, (B) la transmission du signal a travers
bien qu’elle ne posséde qu’un seul domaine  |’agrégation de récepteurs et (C) la formation d’un

CRD. A la fois les domaines CRD et N- treillis a la surface cellulaire.

terminal ont été impliqués dans la formation

2000). Par ailleurs, I’une des caractéristiques

former des complexes bi- ou multivalents,

de multiméres. La récente démonstration que les molécules de galectine-3 forment des pentameéres en
présence de ligands multivalents, 4 travers leur domaine N-terminal, démontre cependant que le
domaine N-terminal est responsable de la multimérisation de la galectine-3 (Ahmad et al., 2004).
Demiérement, cette multimérisation a pu étre mise en évidence a 1’aide de la technique de FRET et a
permis de conclure que celle-ci était robuste et pouvait ainsi générer des treillis moléculaires pouvant
séquestrer et/ou agréger des récepteurs a la surface de la cellule (Fig.25) (Nieminen et al., 2007b). 11
existe de nombreux ligands de la galectine-3 dont la plupart portent des groupements N-
acetyllactosamine et dont I’interaction peut ainsi étre inhibée par le lactose, un inhibiteur compétitif.
Par contre, toutes les protéines portant ces groupements ne sont pas forcément des ligands de la
galectine-3 et 'une des raisons peut étre que I’affinité de liaison est plus faible que pour d’autres
galectines. Par ailleurs, la spécificité de liaison de la galectine-3 peut étre amplifiée par la présence

d’une séquence peptidique particuliére dans I’entourage des groupements N-acetyllactosamine (Dumic
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et al., 2006). L’expression de Mgat5 est essentielle a
la fonction de la galectine-3. En effet, celle-ci
promeut  |’addition de  chaines de  N-
acetyllactosamine  (polylactosamines) sur les
glycoprotéines, créant du méme coup un site de
liaison privilégié pour la galectine-3 (Dennis et al.,
2001) (Fig.26). La galectine-3 est également capable

de lier des protéines non-glycosylées au niveau

intracellulaire. 1. ’interaction entre ces groupements

et la galectine-3 rend possible la formation de ce Figure 26. Pontage des glycoprotéines par

treillis moléculaire permettant la formation d’un  la galectine-3
(Adapté d’aprés Dennis et al., 2001)
La galectine, ici présentée en homodiméres

restreignant sa diffusion latérale. Mais notre groupe  (rouge), lie les groupements
polylactosamines des glycoprotéines

agrégat moléculaire contenant le TCR et

collaborateur a également montré ’implication de
ce treillis formé entre la galectine-3 et les récepteurs aux facteurs de croissance dans ’activation
constitutive des récepteurs, en empéchant leur élimination par endocytose, point que nous discuterons
encore plus tard (Demetriou et al., 2001b; Partridge et al., 2004b). Enfin, la galectine-3 est également
capable de lier toute une batterie de ligands non-glycosylés avec, pour effet principal, la régulation des

processus apoptotiques (Nakahara et al., 2005).

(4) La phosphorylation de la galectine-3
Nous avons déja mentionné que la galectine-3 pouvait étre phosphorylée au niveau de la Sérine 6,
mais elle peut également 1’étre au niveau de la sérine 12. Cependant, la plupart des phénoménes de
phosphorylation a lieu au niveau de la sérine 6, uniquement 10% au niveau de la sérine 12, et est
orchestrée par la caséine kinase I et II in vitro (Huflejt et al., 1993). Les rdles principaux de la
phosphorylation semblent avoir lieu dans le transport de la galectine-3 dans le noyau ainsi que dans la
réduction de son habileté a lier le ligand, notamment la phosphorylation de la sérine 6. Ainsi, il a été
suggéré que cette phosphorylation était une modification régulatrice de 1’activité multivalente de la

galectine-3 (Mazurek et al., 2000).

d) Fonctions intra- et extracellulaires des galectines et modes de
sécrétion
Les galectines sont présentes a la fois au niveau intracellulaire et extracellulaire. Au niveau
extracellulaire, les galectines lient les glycoprotéines présentes a la surface de la cellule mais peuvent
également lier des protéines de la MEC telles que la fibronectine, la laminine, [’hensine ou 1’élastine
(Hughes, 2001a). Comme elles sont capables de lier des protéines de fagon bivalente ou multivalente,

elles agrégent les glycoprotéines a la surface cellulaire ce qui a pour effet de créer une cascade de
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signalisations transmembranaires qui se répercutent sur la signalisation intracellulaire. A travers ce
mécanisme, de nombreuses fonctions biologiques sont affectées, telles que la migration, 1’adhésion, la
mitose, 1’apoptose et la progression dans le cycle cellulaire. Ceci permet également de créer des
pontages entre deux cellules ou entre une cellule et la matrice extracellulaire, ou d’induire des
phénomeénes d’agrégation homo- ou hétérotypiques.

Au niveau intracellulaire, les galectines voyagent entre le noyau et le cytoplasme (Davidson et al.,
2002) ou elles régulent des mécanismes cellulaires tels que 1’épissage alternatif, la croissance
cellulaire, I’apoptose et la progression dans le cycle cellulaire (Wang et al., 2004a). Les mécanismes
ne sont pas encore tout a fait élucidés mais elles interagissent avec un nombre important de protéines
qui régulent ces phénomeénes. Il est important de noter ici que la fonction premiére des galectines, a
savoir lier un groupement glycosylé, n’est pas requise dans la plupart des fonctions intracellulaires et
n’impliquent que des interactions protéine-protéine.

Les galectines sont synthétisées dans le cytosol, sans peptide signal de sécrétion, qui les destine a une
voie de sécrétion non-classique. 11 manque en effet aux galectines cette séquence signal qui leur
permet un transfert dans le RE pour des modifications post-traductionnelles. Une des voies a été
caractérisée pour la galectine-3 et montre que cette derniére est concentrée au niveau d’évaginations
de la membrane plasmique qui seraient libérées dans le milieu extracellulaire par un mécanisme

impliquant la partie N-terminale de la protéine (Menon and Hughes, 1999) .
e) Implication des galectines dans les processus tumoraux

(1) La transformation cellulaire

1l existe des évidences directes qui démontrent ’implication des galectines 1 et 3 dans l'initiation des
phénotypes de transformation des tumeurs. Par exemple, I’inhibition de ’expression de la galectine-1
supprime le phénotype transformé de cellules de gliomes alors que la déplétion de la galectine-3 dans
des cellules de carcinomes mammaires et thyroides humains induit la perte de leurs caractéristiques de
cellules transformées (Honjo et al., 2001; Yamaoka, 2000; Yoshii, 2001). Bien que les mécanismes ne
soient pas complétement élucidés, les galectines 1 et 3 sont capables de lier I’oncogéne Ras. La
surexpression de la galectine | dans des cellules tumorales induit a la fois 1’association membranaire
de Ras ainsi que la transformation cellulaire (Paz et al., 2001). La galectine lie préférentiellement K-
Ras et promeut ’activation de Rafl et de la PI3K, contribuant ainsi & ’activation d’une cascade de
signalisation et la régulation de 1’expression génique au niveau transcriptionnel (Elad-Sfadia et al,,

2002).

(2) L’apoptose
Un de nos collaborateurs, le Dr. Raz, est un expert dans le domaine des galectines et étudie notamment

la galectine-3 dans les processus apoptotiques {Nakahara et al., 2005). Comme dans la plupart des
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études portées sur les galectines, la méthodologie utilisée fait appel soit & une addition exogéne de
galectine-3 recombinante purifiée, soit a la transfection de I’ADNc codant pour une galectine en
particulier. Cette derniére permit notamment de mettre en évidence I’activité anti-apoptotique de la
galectine-3 : les cellules transfectées avec un ADN codant pour une version tronquée de la galectine-3
(qui agit en tant que dominant-négatif) étaient plus sensibles a des stimuli apoptotiques (Hoyer, 2004).
Par ailleurs, la protéine voyage & partir du cyioplasme, ou du noyau, vers les mitochondries suite a un
stimulus cellulaire et bloque les changements de potentiel membranaire qui ont lieu en réponse  un
stimulus apoptotique (Matarrese, 2000). L’équipe de notre collaborateur a montré que la mutation de
la sérine en position 6, phosphorylée dans des conditions normales, réduit I’activité anti-apoptotique
de la galectine-3 mettant en avant |’importance de ce site dans son activité anti-apoptotique (Mazurek
et al., 2007; Yoshii, 2002). Nous avons déja discuté de la présence d’une séquence NWGR dans la
séquence peptidique de la galectine-3 (Asn-Trp-Gly-Arg) qui est fortement conservée a travers tous
les membres de la famille Bcl-2 (B-cell lymphoma 2). L4 aussi, des expériences de mutagénése dirigée
contre ce site démontre son importance dans les processus anti-apoptotiques qu’il entraine (Akahani et
al., 1997). La localisation de la galectine-3 semble étre utile a sa fonction car la galectine-3
cytosolique est anti-apoptotique alors que son homologue nucléaire est pro-apoptotique (Califice et al.,
2004). D’autres galectines jouent un rdle dans ’apoptose, la galectine-7 et la galectine-12 semblent
par exemple promouvoir 1’apoptose (Hotta, 2001; Kuwabara, 2002). Ceci met en lumiére la dualité des
galectines dans leur effet sur 1’apoptose mais montrent qu’elles induisent ces effets a la fois a travers

des actions extra- et intracellulaires.

(3) Le cycle cellulaire

L’inhibition de I’expression de la galectine-3 réduit la croissance de carcinomes thyroides et
mammaires (Homjo et al., 2001; Yoshii, 2001) alors qu’une lignée de cellules tumorales de la prostate
montre une baisse de la prolifération suite & la surexpression de la galectine-3 (Ellerhorst et al., 2002).
Une dichotomie qui a, une fois de plus, été expliquée par la localisation cellulaire de la galectine-3 qui,
si elle se trouve dans le noyau, inhibe la prolifération cellulaire (Califice et al., 2004). Des données
récentes indiquent que la galectine-3 interagit avec le facteur de transcription TTF1 qui est impliqué
dans la prolifération de cellules thyroides (Paron, 2003). La surexpression de la galectine-7 ralentit la
croissance de cellules de carcinomes du colon (par transfection) (Ueda et al., 2004) et celle de cellules
de neuroblastomes (par application exogéne) {Kopitz, 2003). La galectine-3 affecte des acteurs connus
du cycle cellulaire. Elle sous-régule la cycline E et la cycline A, surrégule les inhibiteurs du cycle
cellulaire tels que p21 ou p27 et induit la cycline D1 (Kim et al., 1999). La galectine peut également
activer le promoteur de la cycline D1 (Lin et al., 2002) et serait capable de lier la B-caténine suggérant

que I’activation de la cycline D1 passe par sa liaison a la B-caténine {Shimura, 2004).
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{(4) L’adhésion cellulaire

Au cours de la formation des métastases, la perte d’adhésion entre les cellules peut permettre a des
cellules de quitter le site primaire. Les galectines libérées par les cellules tumorales peuvent ainsi, en
liant les glycoprotéines de surface, entraver ’adhésion entre les cellules ou entre les cellules et la
MEC. Ce phénomeéne peut résulter d’un encombrement stérique ou simplement d’une compétition
pour la méme molécule d’adhésion. Par exemple, |’addition exogene de galectine-3 ou de galectine-|
inhibe 1’adhésion de cellules tumorales a la MEC (Hughes, 2001b; Ochieng et al., 2004a). De fagon
similaire, la galectine-8 inhibe 1’adhésion d’un grand nombre de lignées cellulaires et peut se
comporter de deux maniéres différentes (Levy, 2001). Quand immobilisée au sein de la MEC, elle
favorise I’adhésion, I’étalement et la migration cellulaire et stimule la phosphorylation de FAK et de la
paxilline sans forcément induire la formation d’adhésions focales. A I'inverse, sous forme soluble, elle
interagit avec les intégrines de surface et les protéines de la MEC et inhibe 'interaction de la cellule
avec la matrice (Zick et al., 2004). L’effet inhibiteur de la galectine-8 est totalement bloqué par 1’ajout
d’ions Mn®", un puissant activateur des intégrines, démontrant que la galectine-8 avait probablement,
dans ce cas-ci, un effet de stabilisation des intégrines dans un état de faible affinité (Hadar et al.,
2000).

Un autre moyen d’influencer sur I’adhésion cellulaire passe par leur potentiel d’oligomérisation. Par
exemple, la galectine-1 promeut I’adhésion de cellules de tumeurs de la prostate et de ’ovaire & la
MEC (Ellerhorst et al., 1999). De plus, la galectine-3 a été observée au niveau de contact cellules-
cellules au sein d’agrégats de cellules tumorales, suggérant son implication dans [’adhésion
homotypique des cellules tumorales. Cependant, peu de choses sont connues quant & I’efficacité mais
surtout I’effet négatif ou positif que ce phénomeéne peut avoir sur la métastasie (Glinsky, 2003). Des
carcinomes mammaires fortement métastasiques montrent une surexpression de la galectine-3 qui
s’ajoute a une plus forte adhésion sur une couche de cellules endothéliales que des cellules moins
métastasiques (Khaldoyanidi, 2003). Les effets sont ainsi différents selon le type cellulaire, la nature
des glycoprotéines exprimées 2 la surface cellulaire et le type de galectines impliquées.

Les galectines possédent cependant la faculté d’interagir avec la famille de molécules d’adhésion la
plus connue, les intégrines. Quelques interactions ont, sans équivoque, déja été mises en évidence: la
galectine-1 lie I’intégrine o701, la galectine-3 lie I’intégrine clfl, la galectine-8 lie les intégrines
a3pl et a6Bl. Ces effets sur I’adhésion peuvent ainsi étre des conséquences logiques de |’effet direct
des galectines sur les intégrines. De fagon intéressante, la galectine-3 peut également stimuler
I’expression de certaines intégrines (Mataresse, 2000).

Certains travaux indiquent que la galectine-3 peut étre localisée au niveau de radeaux lipidiques, des
domaines membranaires bien connus, et pourrait favoriser cette fois-ci I’endocytose de ’intégrine B1 a
travers les cavéoles (Furtak et al., 2001). Elle est également capable de lier toute une série de protéines

de la MEC et ainsi de médier ou d’inhiber I’adhésion cellulaire : la laminine, la fibronectine, I’hensine,
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I’élastine, le collagéne de type IV, la ténascine —C et —-R sont tous des ligands potentiels de la

galectine-3 (Dumic et al., 2006; Sato and Hughes, 1992).

(5) L’invasion tumorale

Les études qui associent les galectines a la migration et ’invasion tumorale sont nombreuses. Par
exemple, la galectine-7 a été impliquée dans le développement tumoral de lymphomes en permettant
notamment 1’expression d’une MMP, la MMP-9 (Demers et al., 2005). Plus récemment, on la retrouve
impliquée dans les processus de dissémination et d’invasion de ces mémes lymphomes au niveau
d’organes périphériques (Demers et al., 2007). Le traitement de carcinomes mammaires & 1’aide de
galectine-3 permet leur migration a travers une couche de Matrigel (Le Marer and Hughes, 1996) alors
qu’un étude similaire montre 1’effet négatif de la galectine-3 sur la migration de cellules de cancer de
colon. La surexpression de la galectine-3 dans des cellules de carcinomes mammaires favorise
’étalement cellulaire en remaniant notamment le cytosquelette d’actine (Mataresse, 2000). Le niveau
d’expression de la galectine-1 correle positivement avec le phénotype migratoire de tumeurs
astrocytaires et celle-ci peut également stimuler la migration de ces mémes tumeurs astrocytaires in
vitro (Camby, 2002). Comme nous 1’avons déja évoqué précédemment, les mécanismes régissant
1’action positive des intégrines ne sont pas totalement élucidés. Certaines études semblent favoriser un
effet sur ’activation ou ’expression des intégrines. Etant donné les facultés d’oligomérisation des
galectines et I’importance de 1’agrégation des intégrines dans la maturation des adhésions focales
nécessaires 4 ’adhésion et la migration cellulaire, I’hypothése que les galectines stimulerait
I’agrégation des intégrines pour favoriser la maturation des points focaux est tentante. Une étude

suggére que cela est possible a partir de la galectine-3 sécrétée (Baptiste et al., 2007)

(6) L angiogenése tumorale
La galectine-3 posséde une forte activité pro-angiogénique qui réside trés probablement dans sa
faculté & stimuler la migration de cellules endothéliales. La transplantation de cellules tumorales
surexprimant la galectine-3 dans des souris immunodéprimées induit des tumeurs qui présentent une
capillarisation plus forte laissant suggérer une activité dans les processus d’angiogenése (Nangia-
Makker, 2000). Cette observation avait également été faite sur des cellules LNCaP exprimant de fagon
transgénique la galectine-3 (Califice et al., 2004). La galectine-1 posséde également un effet
mitogénique sur les cellules endothéliales ainsi que sur les cellules musculaires lisses (Moiseeva et al.,

2000).

(7) La réponse immunitaire tumorale

La masse tumorale peut apparaitre «immunologiquement» étrangére & 1’organisme par la
surexpression de protéines a sa surface la rendant reconnaissable par le systéme immunitaire. Ces

protéines peuvent étre identifiées par des cellules effectrices CD4+ et CD8+ qui orchestreront une
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réponse immunitaire plus globale par la sécrétion de chimiokines ou cytokines, caractéristique que
possédent également les cellules tumorales. Les galectines jouent un rdle essentiel dans ces
phénoménes car elles sont exprimées par toutes ces cellules du systéme immunitaire (Rabinovich et
al., 2004). Parmi les galectines, la galectine-1 est la galectine la plus fréquemment étudiée et présente
un role prépondérant dans la réponse immunitaire. Elle inhibe [’activation des lymphocytes T {Chung
et al., 2000), induit I'arrét de la croissance et ’apoptose de ces mémes lymphocytes (Perillo et al.,
1995) et supprime la sécrétion de cytokines proinflammatoires (Rabinovich, 1999b). In vivo,
I’administration de la galectine-1 supprime la réponse immunitaire médiée par les cellules T étudiée au
sein de modéles d’auto-immunité (Rabinovich, 1999a). Dans ces modéles, la galectine-1 augmente la
susceptibilité des cellules T a I’apoptose basculant la réponse immunitaire vers un profil anti-
inflammatoire. Bien qu’il reste beaucoup a faire et a approfondir, ’effet de la galectine-1 semble avoir
recours a ses vertus d’oligomérisation de protéines glycosylées antigéniques qui générerait des
microdomaines membranaires permettant leur ségrégation (Pace et al., 1999). Par ailleurs, il existe une
corrélation positive entre I’expression de la galectine-1 et I’agressivité de différents types tumoraux
suggérant que les cellules tumorales sécrétent cette galectine dans le but d’entraver la fonction des
cellules T basculant du méme coup I’environnement tumoral vers un espace immunodéprimé (van den
Brule et al., 2004a). Cette hypothése a pu étre démontrée par une étude destinée a bloquer les effets
inhibiteurs de la galectine-1 sur les fonctions immunitaires : le résultat fut une réduction de la masse
tumorale et un accroissement du rejet tumoral dans un modéle syngénique de mélanomes murins
(Rubinstein, 2004). D’autres galectines sont impliquées dans ces phénoménes. Les galectines -2 et -9
induisent également I’apoptose des cellules T alors que la galectine-4 stimule I’activation des
lymphocytes T CD4+ (Liu and Rabinovich, 2005). La galectine-3 induit ’activation de nombreuses
cellules immunitaires et peut agir comme une chimiokine attirant monocytes et macrophages (Sano,
2000). Les souris Galectine-3 -/- présentent une réduction des réponses inflammatoires (Colnot, 1998).
Par ailleurs, la galectine-3, en accord avec I’enzyme Mgat5, peut restreindre I’activation du récepteur
aux cellules T (TCR). Elle forme des complexes multivalents et réduit du méme coup la mobilité
latérale du'TCR, qui est cruciale pour ’activation des cellules T (Demetriou et al., 2001a). Nous
reviendrons sur la formation de ce treillis dans le prochain chapitre.

Nous avons ainsi pu voir que les galectines participaient a toutes les étapes de la progression tumorale,
le plus souvent de fagon positive, et constituent ainsi un axe de recherches important dans
I’élaboration de stratégies thérapeutiques. Elles sont dailleurs déja utilisées. comme marqueurs et
offrent une valeur de pronostic 3 de nombréux types de cancer. Dans ce sens, des inhibiteurs de
galectine, notamment la galectine-3, existent déja et ’ajout d’une version tronquée de cette galectine
supprime la croissance tumorale et inhibe le développement de tumeurs dans un modéle murin de
tumeurs mammaires (John et al., 2003). L’apprbfondissement des connaissances de leur mode d’action
dans le cancer est ainsi une avenue intéressante a suivre dans 1’optique de développement de stratégies

thérapeutiques.
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S. Le treillis Mgat5/galectine-3 : un nouveau domaine membranaire ?

Notre collaboration avec Jim Dennis de I’Université de Toronto m’ameéne a faire une petite mise au
point sur ses travaux en m’intéressant tout particuliérement a l’axe Mgat5/galectine-3. Celui-ci
constitue en effet la base et le modéle de mon travail, il m’est ainsi nécessaire de le définir. Cette
section me permettra également d’introduire et d’approfondir le concept de treillis moléculaire et de
discuter son importance.

Comme discuté précédemment, Mgat5 produit des groupements glycosylés complexes a 4 branches
qui sont sujets a I’¢longation de leur chaine par des groupements poly N-acetyllactosamine (Galpl1-
4GlcNAcB1-3, en modules répétés de 2 a >10
fois) et qui, du méme coup, augmente leur
affinité pour les galectines (Hirabayashi et al,,
2002). La galectine-3 lie ces polyméres de poly-
N-actetyllactosamine (GalB1-4GIcNAcB1-3) bien
plus efficacement que les groupements plus
ubiquitaires N-acetyllactosamine et devient ainsi
le ligand favori des groupements générés par
Mgat5 (Hirabayashi et al., 2002). Sa faculté de

pentamérisation en présence de ligands lui permet

ieTCR
;:?Gamu & grycoprotens de séquestrer les glycoprotéines en fonction de

trati hmad et al, 2004;
Figure 27. Restriction de Ia mobilité latérale leur  concentration  (Ahm ¢ 4

des récepteurs par les galectines Nieminen et al., 2007b). La structure résultante
(Adapté d’aprés Dennis et al., 2001)

Ce modele présente la mobilité restreinte du
complexe TCR par [Dinteraction entre les glycoprotéines qu’elles lient prend la forme
glycoprotéines et les galectines qui s’oppose ainsi
au recrutement du TCR au niveau de la synapse
immunologique. La boule (gris noir) représente  Les travaux démarrent avec |’élaboration de
une cellule présentatrice d’antigéne ou une bille
couverte d’anticorps anti-TCR.

formée entre les pgalectines et les

d’un treillis moléculaire (Brewer et al., 2002).

souris déficientes en Mgat5, que nous avons
déja évoqué, et qui fournit un modele d’études
inégalable dans I’approfondissement des connaissances dans ce domaine (Granovsky et al., 2000).

La premiére évidence de I’existence et de I’importance d’un treillis moléculaire déficient a la surface
des cellules Mgat5™ fut apportée en 2001. Les souris développaient une susceptibilité aux maladies
auto-immunes que ’équipe s’est empressée de tenter d’expliquer par des expériences in vitro. Le
résultat fut flagrant : les cellules T Mgat5-/- sont hypersensibles aux agonistes du TCR (Demetriou et
al,, 2001a). Les chaines o et B du TCR et v et & de la protéine CD3 ont respectivement 7 et |
groupements glycosylés dont I’existence est indispensable a Jeur maturation en complexe TCR et
permet leur réactivité a la lectine L-PHA. Ces chaines sont donc absentes dans les cellules T MgatS-/-

(Dennis et al.,, 2001). Le TCR doit étre recruté¢ au niveau de la synapse immunologique par la
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formation de complexes peptide-MHC a la surface de la cellule présentatrice d’antigénes. Un nombre
seull de récepteurs est requis pour enclencher la voie de signalisation nécessaire a ’activation de la
cellule T. Cette étape est amplifiée dans les cellules Mgat5-/- qui présentent une agrégation réduite du
TCR, mais amplifiée au niveau de la synapse, et donc une signalisation amplifiée et incontrélée qui
s’explique par la perte du treillis formé par Mgat5 et les galectines-3 (Demetriou et al., 2001a)
(Fig.27). Pour démontrer I’existence de ce treillis, les cellules furent traitées avec du lactose qui inhibe
la haison galectine-3/saccharide : le résultat fut identique a celui observé dans les cellules Mgat5-/-. La
galectine-3 s’associe physiquement au complexe TCR. L’affinité de la galectine-3 pour les
groupements poly-N-acetyllactosamine générés par Mgat5 est de ’ordre de celle du TCR pour le
complexe peptide-MHC lors de la formation de la synapse immunologique (10 M). Ainsi, dans cet
article parue dans la revue Nature, I’évidence fut apportée que la glycosylation du TCR par Mgat5 lui
permet d’entrer dans la composition d’un treillis moléculaire formé par les galectines-3 qui ralentit la
mobilité latérale du TCR dans des agrégats au niveau de la synapse immunologique (Demetriou et al.,
2001a; Dennis et al., 2001).

Plus récemment, [|’implication du treillis
Mgat5/Gal-3 a été testée au niveau des
récepteurs a facteurs de croissance. Plus

particuliérement, la possibilité qu’il s’oppose a

leur endocytose en les retenant 4 la membrane N Receptor Membrane

plasmique fut évaluée. Dans les grandes lignes, rocycllngG remodeling
ene

cet article publié dans la revue Science approuve expression{Mgats)

et confime I'hypothése, démontrant que le Endosomes
treillis  Mgat5/gal-3  permet  [’activation ER—’I N-gly
constitutive de ces récepteurs en les séquestrant processing

a la surface cellulaire (Partridge et al., 2004b)
Figure 28. Modele de la séquestration des

récepteurs a facteurs de croissance par le
proviennent de tumeurs mammaires générées par  treillis Mgat5/Gal-3

(Adapté d’apres Partridge et al., 2004)
L’expression du treillis Mgat5/Gal-3 s’oppose a

avec des souris PyMT et qui présentaient des |'endocytose et la désensibilisation des
récepteurs.

(Fi1g.28). Les cellules utilisées pour cette étude

le croisement de souris Mgat5+/+ ou Mgat5-/-

déficiences dans le développement tumoral
expliquées notamment par des carences dans
leur cytosquelette d’actine et dans la formation des points focaux (Granovsky et al., 2000). Dans cette
étude, les cellules furent testées pour leur capacité a répondre a toute une série de facteurs de
croissance en évaluant la phosphorylation et la translocation nucléaire d’Erk (extracellular-regulated
kinase). Le résultat fut cinglant, les cellules MgatS-/- ne répondaient pas a ces stimuli. Mais de

maniére intéressante, les faibles réponses & I’EGF et au TGF-} pouvaient étre restaurées en cultivant
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les cellules MgatS-/- en présence de fortes concentrations de N-acetylglucosamine qui permet a la fois
la maturation des groupements glycosylés déficients, leur association a la galectine-3, leur
séquestration a la membrane plasmique et la signalisation. Comme le TCR, les récepteurs aux facteurs
de croissance portent les groupements générés par MgatS et lient la galectine-3 en fonction de leur
teneur en saccharide. Ainsi, les résultats démontrérent que la galectine-3 pouvait séquestrer les
récepteurs a facteurs de croissance & la surface cellulaire, inhibant leur endocytose et les rendant
constitutivement actifs. Ce phénoméne promeut a la fois I’EMT, la motilité cellulaire et le
développement de métastases.

Nous avons poursuivi au sein de notre laboratoire I’implication du treillis Mgat5/Gal-3 dans la
signalisation et la migration cellulaire. Nos études, que je discuterai dans la deuxiéme grande partie
(Chapitre II), suggerent que ce treillis réduit la diffusion de ’EGFR et empéche son recrutement au
niveau de domaines membranaires caractérisés par la présence de la cavéoline-1, les cavéoles, qui sont
responsables de I’endocytose du récepteur (Lajoie, 2007). Nous avons également pu démontré et tenté
d’expliquer I’implication du treillis MgatS/gal-3 dans la motilité cellulaire : les premiers résultats
dévoilent qu’il agit sur ’agrégation et ’activation des intégrines permettant le remodelage de la
matrice de FN (Manuscrit N°1) (Lagana et al., 2006), la deuxiéme série de résultats indiquent qu’il
régule la dynamique des points focaux d’adhésion et donc la migration cellulaire, en collaboration
avec la cavéoline-! et sa forme phosphorylée (Manuscrit N°2).

Les groupements glycosylés que I’on trouve sur les intégrines, les récepteurs aux facteurs de
croissance et d’autres protéines sont ramifiés et présentent des variations dans le nombre de
branchements. Cette variation semble étre en corrélation directe avec la voie métabolique de
I’hexosamine qui est la voie de biosynthése de I’'UDP-GIcNAc, précurseur de 1’élongation par Mgat5.
Plus le flux métabolique d’hexosamine sera important, plus le nombre de branchements sera
important. Or, plus ce nombre est important, plus ’affinité pour la galectine-3 sera importante. Dans
une étude récemment publiée dans Cell, 1’équipe de notre collaborateur a démontré que des variations
dans le flux métabolique affectaient la durée de vie des récepteurs a la surface cellulaire en modulant
I’affinité d’interaction entre les récepteurs et la galectine-3 (Lau et al.,, 2007b). Ainsi, plus les
branchements étaient complexes, plus les récepteurs les portant étaient séquestrés a la membrane. Ils
ont par la suite relié cette observation 4 deux catégories de récepteurs : les récepteurs qui favorisent la
croissance cellulaire (comme EGFR, qui possédent des branchements complexes) et ceux qui
favorisent ’arrét de la croissance (comme TGF-J3, qui possédent des branchements simples). Cultiver
les cellules Mgat5-/- en présence de N-acetylglucosamine entrainera une augmentation hyperbolique
des branchements de I’EGFR alors que les branchements de TGFB n’augmenteront que plus
tardivement selon une courbe en S. Cet effet a une répercussion directe sur le temps de résidence de
ces récepteurs a la surface cellulaire, et donc leur signalisation, offrant un moyen a la cellule pour
réguler sa croissance. En effet, alors que les récepteurs « pro-croissance », fortement et rapidement

glycosylés en réponse au N-acetylglucosamine, pourront étre activés car séquestrés par le treillis
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Mgat5/Gal-3 a la surface cellulaire, les récepteurs « anti-croissance » devront attendre cette phase-
seuil de leur glycosylation pour pouvoir étre séquestrés a la membrane et fonctionner librement. Ce
mécanisme de glycosylation associé au treillis Mgat5/gal-3 constitue ainsi un moyen métabolique pour
la cellule de réguler la transition entre croissance et arrét de la croissance cellulaire (Lau et al., 2007b;
Stanley, 2007). Nous pouvons ainsi suggérer que le treillis Mgat5/gal-3 contribue a une organisation
de la membrane plasmique de la cellule essentielle a ses fonctions d’adhésion, de signalisation, de
prolifération et de migration cellulaire. L’une des protéines essentielles & I’organisation des domaines
membranaires qui portent son nom, les cavéoles, est sans hésiter la cavéoline-1. C’est le sujet de mon

prochain chapitre.
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C. LA CAVEOLINE-1 : VERS UNE FONCTION EN DEHORS DES CAVEOLES ?

1. Les cavéolines/cavéoles, késako ?

La cavéole est une structure trés abondante mais énigmatique des cellules de mammiféres. Définie
comme un radeau lipidique contenant la protéine cavéoline, elle forme des domaines a la membrane
plasmique qui structure et organise un grand nombre de fonctions et protéines au sein d’une; cellule
d’eucaryote. Les cavéoles peuvent également fonctionner en tant que transporteur dans les voies
d’exocytose et d’endocytose.

Le modéle de la mosaique fluide de la membrane plasmique fut établi en 1972 et définissait les
protéines comme des « icebergs » flottant au sein d’une « mer » de lipides (Singer and Nicolson,
1972). Mais il s’avere que 1’organisation de la membrane plasmique est plus « mosaique » que
« fluide » (Engelman, 2005). Elle est organisée en domaines membranaires complexes qui organisent a
la fois les protéines, le cholestérol mais aussi les lipides au sein de la bicouche lipidique. Les lipides
sont ainsi capables de diffuser librement entre des domaines dits désorganisés et d’autres dits
organisés (« liquid-ordered »). Ces derniers sont plus rigides et plus épais car ils contiennent des
protéines, des glycosphingolipides, de la sphingomyéline et du cholestérol. On les nomme les radeaux
lipidiques mais leur existence, leur composition et leurs caractéristiques spatio-temporelles se heurtent
actuellement a une controverse mettant en cause leur existence-méme (Munro, 2003). Ainsi, de
nouveaux outils biophysiques utiles 4 la confirmation de leur existence au niveau spatio-temporel,
jusque 1a caractérisée par des outils biochimiques, sont en voie de développement (Jacobson et al.,
'2007). On retrouve néanmoins au sein des ces radeaux lipidiques un domaine plus facilement
caractérisable car défini par la présence de la cavéoline, les cavéoles. Outre la présence de la
cavéoline, ce domaine se distingue également par sa morphologie (Parton and Simons, 2007). Mais
une quantité importante d’études tendent 4 montrer que la cavéoline, pourtant a la base de la formation
des cavéoles, pourrait agir de maniére indépendante des cavéoles a la fois dans des cellules ne formant
pas ces structures ou dans des régions cellulaires dépourvues de cavéoles (Head and Insel, 2007). Un
nouveau domaine particuliérement intéressant et auquel je vais consacrer en partie ce chapitre. Mais,

commengcons tout d’abord par la caractérisation de la cavéoline et des cavéoles !

2. La cavéole ou « petite cave », une structure définie par sa morphologie
Les cavéoles sont des invaginations de 50 4 100 nm de la membrane plasmique. Elles furent observées
la premiére fois par microscopie électronique il y a plus de 50 ans, au sein de cellules endothéliales
(Yamada, 1955) (Fig.29). Les cavéoles ont une forme caractéristique en forme de flasque, leur
morphologie ressemblant fortement 4 la lettre grecque Oméga () et permettant une identification
facile par microscopie électronique. C’est principalement cette caractéristique qui permet leur
distinction des autres radeaux lipidiques bien qu’elles en constituent un type. Elles ne présentent pas

de couverture telle qu’on peut la retrouver & la surface des structures endocytiques que sont les puits
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recouverts de clathrine. Certains types cellulaires présentent une incroyable abondance de cavéoles
tels que les cellules endothéliales, les cellules musculaires lisses, les fibroblastes ou les adipocytes

(Fig.29). Elles ont été impliquées dans de nombreux processus cellulaires tels que 1’endocytose, la

transcytose les signalisations
y ? gn Caveolae

cellulaire et calcique mais ont
également été exploitées par les
pathogénes pour I’infection des
cellules (Pelkmans et al., 2001). Les
cavéoles et les cavéolines ont
également ¢été impliquées dans des
maladies, et des mutations ont été
trouvées dans les cancers du sein ainsi
que dans une forme de dystrophie
musculaire  (Parton and Simons,
2007). Les cavéoles, a ’inverse des
radeaux lipidiques, contiennent une
rotéin ran ranair 1 . - .
protéine transmembranaire, a Figure 29. La cavéoline et les cavéoles

cavéoline.  Alors que certains (Adapté d’aprés Parton and Simons, 2007)

Les images de microscopie électronique (a et b)
présentent des cavéoles au sein d’adipocytes qui peuvent
nécessairement dissocier les cavéoles  former des structures complexes connectées avec la
membrane plasmique. La figure d montre ’insertion de la
cavéoline dans la membrane plasmique ainsi que ses

2007), de nombres évidences différents domaines et son site de tyrosine
phosphorylation (tyrosine 14).

scientifiques ne  veulent  pas

des cavéolines (Parton and Simons,

indiquent que cette protéine est
capable d’avoir une fonction propre en
dehors des cavéoles (Del Pozo and Schwartz, 2007; Head and Insel, 2007). Bien que facilement
identifiable, les cavéoles causent toujours certains problémes de définition. L’équipe du Dr. Parton,
expert dans le domaine des cavéolines, cherche a restreindre le terme cavéoles a des invaginations de
la membrane plasmique de 60 a 80 nm, formés par la polymérisation des cavéolines présentes et qui
contiennent des composants des radeaux lipidiques tels que le cholestérol et les sphingolipides. Les
cavéoles peuvent s’aplatir dans la membrane plasmique ce qui causera la perte de leur identité de

cavéoles (Parton and Simons, 2007).
3. La cavéoline et la formation des cavéoles

a) Structure/fonction et formation des cavéoles

La cavéoline a ¢té identifiée la premiére fois en tant que substrat phosphorylé sur résidu tyrosine par la

protéine Src, surexprimée dans des fibroblastes de poulet (Glenney and Zokas, 1989; Lisanti et al.,
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1994). 1l existe 3 cavéolines différentes (Cav-1 pour cavéoline-1, Cav-2 pour cavéoline-2 et Cav-3
pour cavéoline-3), possédant chacune un motif structural (FEDVIAEP) qui est conservée a travers les
espéces (Razani et al., 2002). Les Cav-1 et -2 forment des hétéro-oligoméres dans la plupart des types
cellulaires alors que la Cav-3 forme des homo-oligoméres dans les myocytes des muscles striés (Das
et al., 1999). Les Cav-1 et -2 sont abondantes dans les cellules riches en cavéoles et non-musculaires
alors que la Cav-3 semble n’étre présente que dans les cellules du muscle squelettique et certaines
cellules musculaires lisses (Tang, 1996). La déplétion de Cav-1 ou Cav-3 entraine la perte des
cavéoles dans ces types cellulaires (Drab, 2001) alors que la Cav-2 ne semble pas étre impliquée dans
la formation de ces structures in vivo (Razani, 2002b) mais pourrait étre impliquée dans certains types
cellulaires (Sowa et al., 2003). Les oligoméres formés par les Cav-1 et -3 sont a ’origine de la
formation des cavéoles et de leur association avec les domaines riches en cholestérol des radeaux
lipidiques. La cavéoline-1 peut lier une 2 deux molécules de cholestérol (Murata, 1995) et contient 3
résidus cystéines (Cys 133, 143 et 156) situés dans la région C-terminale qui sont palmitoylés,
permettant son insertion dans la membrane d’une fagon « épingle a cheveux » (Dietzen et al.,
1995)(Fig.29). C’est cette insertion, associée a 1’oligomérisation, qui serait a I’origine de la courbure
de la membrane a ’origine de ’invagination. Cette méthode serait également utilisée par les protéines -
Réticulons, récemment caractérisées dans la morphologie des tubules du RE (Voeltz et al., 2006). Les
extrémités N- et C-terminales des cavéolines se retrouvent dans le milieu intracellulaire. Elles
contiennent également un domaine d’échafaudage (CSD pour scaffolding domain) d’une longueur
d’environ 20 acides aminés qui permet leur interaction avec de nombreuses autres protéines telles que
celles de la famille Src, les récepteurs couplés aux protéines G et I’eNOS (pour endothelial Nitric
Oxide Synthase). La mise en évidence des protéines de signalisation liant la cavéoline conduit a la
formulation de 1’ hypothése « caveolin signaling hypothesis » qui place la cavéoline en initiateur de
toute une cascade de signalisation intracellulaire (Couet et al., 1997). Ceci donne déja une indication
quant a sa double fonctionnalité. La cavéoline forme des hétéro- ou oligomeéres de 14 a 16 unités
créant des complexes d’un poids moléculaire allant de 200 a 400 kDa (Sargiacomo et al., 1995). Au
sein d’une cavéole (Fig.29), le nombre de molécules de cavéolines a été estimé & 144 alors que le
cholestérol serait présent au nombre de 20000 molécules par cavéole. Avec les glycosphingolipides
(par exemple les gangliosides GM1 et GM3) et la sphingomyéline présents, la densité et 1’organisation
des lipides est fortement augmentée (Ortegren, 2004; Pelkmans and Zerial, 2005). Comme on peut le
voir, la présence de cholestérol est essentielle & la formation des cavéoles. La déplétion du cholestérol
de la membrane plasmique (a I’aide de la filipine ou du méthyle-B-cyclodextrin ou de la nystatine) est
d’ailleurs I’outil de choix pour la caractérisation de ces domaines et est utilisé depuis des années. Le
traitement des cellules avec 'un de ses agents « aplatit» la membrane plasmique en éradiquant
cavéoline et cavéole (Rothberg, 1992). Mais cette méthode, avec I’extraction des radeaux lipidiques
I’aide de détergents tes que le triton X-100 (& 4°C), est l’objet principal de la controverse sur

’existence et la caractérisation des radeaux lipidiques (Munro, 2003). Néanmoins, son existence est
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essentielle 4 la formation des cavéoles et des travaux récents suggerent |’existence d’un domaine de
liaison au cholestérol au sein de la cavéoline. Une observation intéressante est 1’influence de la
cavéoline sur I’homéostasie du cholestérol dans la cellule (Fielding et al., 1997). Par ailleurs, il existe
dans la séquence promotrice de la cavéoline-1 un motif SRE-like (Sterol regulatory elements) qui peut
étre 1ié par la protéine SREBP-1 et d’autres facteurs de transcription en réponse a du cholestérol libre
démontrant 1’intime relation entre les niveaux de cavéoline-1 et de cholestérol (Bist et al., 1997).
Ainsi, la cavéoline permet la formation et la stabilisation d’un microdomaine riche en cholestérol et
sphingolipides, la cavéole.

Le caractére indispensable des cavéolines pour la formation des cavéoles a été montré de plusieurs
fagons. D’abord, des souris Cav-1-/- générées en 2001 montrait la nécessité absolue d’avoir la cav-1
pour former des cavéoles : tous les tissus provenant de ces souris étaient dépourvus de cavéoles (Drab,
2001). Par ailleurs, I’expression de la cavéoline-1 dans des cellules ne présentant pas de cavéoles
induit leur formation (Fra et al., 1995). En général, les tissus exprimant des fortes concentrations de
cav-1 présentent beaucoup de cavéoles, alors que les cellules en exprimant peu, n’en expriment peu ou
pas (Parton et al., 2006). Par ailleurs, des études menées au sein de notre laboratoire ont pu montré que
la Cav-1 permettait la stabilisation des cavéoles a la membrane plasmique empéchant du méme coup

I’endocytose par ces mémes cavéoles (Le et al., 2002; Nabi and Le, 2003).

b) Biosynthése et transport des cavéolines

Toutes les 3 cavéolines sont des protéines intégrales membranaires bien qu’il existe un pool de
cavéoline cytosolique et sécrétée (Liu et al., 1999; Uittenbogaard et al., 1998). La cavéoline est
synthétisée en tant que protéine transmembranaire au sein du RE et connait dés sa biosynthése une
premiére phase d’oligomérisation (Monier, 1995). Sa traduction se fait au sein d’une particule SRP
(signal recognition particule), qui est un complexe qui interagit avec un peptide-signal particulier pour
I’insertion co-traductionnelle de la protéine dans le RE. Elle est ensuite transportée du RE vers
I’appareil de Golgi selon la voie classique. Son passage a travers 1’appareil de Golgi est assez lent ce
qui la rend visible dans cette organelle (contrairement a la plupart des protéines). Le pool de cavéoline
au niveau de I’appareil de Golgi n’est pas associé a des membranes résistantes aux détergents et ne
serait ainsi pas dans les radeaux lipidiques alors que le pool que 1’on retrouve a la membrane
plasmique ’est, lui (Pol, 2005). Ceci démontre que la sortie du Golgi et son transport & la membrane
plasmique conférent a la cavéoline des propriétés différentes qui lui permettent d’étre localisée dans
une fraction résistante a la membrane plasmique. Le transport des cavéolines a travers le Golgi est
augmenté par I’ajout du cholestérol (Pol, 2005). Par ailleurs, une étude élégante montre, 4 1’aide de la
visualisation de Cav1-GFP, que des « quantums » de cavéoline-1 se forment a la sortie de 1’appareil de
Golgi, ces complexes sont transportés directement vers la membrane plasmique et leur taille ne différe
pas entre ’appareil de Golgi et la membrane plasmique (Tagawa, 2005). En d’autres termes, le

complexe formé de cholestérol, de glycosphingolipides et de molécules oligomérisées de cavéoline est
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formé au niveau du dernier compartiment de ’appareil de Golgi et transporté directement vers la
membrane plasmique.

Le transport entre I’appareil de Golgi et la membrane plasmique des cavéolines utilise une protéine de
la famille SNARE, la syntaxine 6, qui permet également le transport de protéines attachés a un
groupement GPI et celui du ganglioside GM1 (Choudhury et al., 2006). Dans cette étude, 1’inhibition
de la syﬁtaxine 6 réduit drastiquement les niveaux de Cav-1 et de sa forme phosphorylée au niveau de
la membrane plasmique tout en réduisant considérablement le taux de phosphorylation de Cav-1 sur
son résidu tyrosine 14. Cette voie de synthése a été caractérisée pour la cavéoline associée aux
cavéoles. Or, comme indiqué dans I’introduction, la cavéoline semble avoir des fonctions et donc une
localisation en dehors des cavéoles pour laquelle le transport n’a pas encore été étudié. Ce pool de
cavéoline provient-il des cavéoles ? Rien ne I’indique. Cependant, une revue récente de 1’équipe du Dr
Parton suggére qu’il existe un autre moyen de transporter la cavéoline vers la membrane plasmique
sans impliquer les cavéoles (Parton and Simons, 2007). De plus, ’existence d’un pool cytosolique
pourrait constituer un réservoir a cette cavéoline non-cavéolaire. Cependant, cette cavéoline
cytosolique forme un complexe moléculaire avec le cholestérol, la cyclophiline A, et la protéine
chaperonne HSP56 qui constitue un mécanisme par lequel le cholestérol nouvellement synthétisé
voyage entre le RE et les cavéoles (Uittenbogaard et al., 1998). Par ailleurs, il existe dans les cellules
motiles une polarisation des cavéoles et de la cavéoline a 1’arriére de la cellule (Beardsley et al., 2005;
Isshiki et al., 2002a). Cette polarisation est essentielle a la migration cellulaire et semble étre le point
d’origine des oscillations calciques. Une étude toute récente montre que la perturbation de la polarité
de la cavéoline (4 I’aide de constructions mutantes) perturbe la formation et probablement la
polarisation des cavéoles. Mais, de fagon intéressante, perturber la formation des cavéoles (en
séquestrant le cholestérol) ne semble pas perturber la polarisation de la cavéoline suggérant que ces
deux phénomeénes ne sont pas forcément liés (Sun et al., 2007). Alors que la premiére observation
suggere et confirme que les cavéoles fonctionnent comme des cargos transportant la cavéoline-1, la
seconde suggére qu’un mécanisme indépendant des cavéoles permet le libre trénsport de la cavéoline-

1.

4. L’endocytose, fonction premiére mais controversée des cavéolines

L’identification des cavéoles a permis celle de la cavéoline. Par conséquent, la cavéoline fut et est
toujours considérée comme la protéine des cavéoles dont la fonction premiere est 1’endocytose.
Cependant, ce dogme semble également remis en question et une controverse met en doute
I’importance des cavéoles dans les mécanismes d’endocytose. Actuellement, une idée débattue
suggere que les cavéoles formées par la cavéoline seraient des domaines membranaires stables avec un
potentiel d’internalisation (Hommelgaard et al., 2005; Nabi and Le, 2003). Les travaux qui suggérent
fortement un réle unique dans I’internalisation sont ceux montrant I’implication des cavéoles dans

I’endocytose de la CT (Cholera toxin) et dans I’internalisation du virus SV40 (Pelkmans and Helenius,
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2002; Pelkmans et al., 2001). Par ailleurs, 1’endocytose par les cavéoles permet I’internalisation de
nombreux composants membranaires (les glycosphingolipides et les protéines ancrées par le
glycosylphosphatidylinositol), d’autres toxines telles que toxine tétanique, des ligands extracellulaires
(’acide folique, I’albumine ou I’AMF) et de nombreux virus non-enveloppés dont le Polyoma virus
(Pelkmans and Helenius, 2002). Par exemple, des cellules endothéliales dépourvues de cavéoles ne
sont pas capables d’absorber et de transporter 1’albumine (Schubert et al., 2001). Les unités
cavéolaires sont stables au cours de 1’endocytose. Les cavéoles endocytiques bourgeonnantes
fusionnent avec une autre structure endocytique, le cavéosome, selon un mécanisme n’impliquant pas
Rab5 (Pelkmans et al., 2004). Le cavéosome est une structure découverte par Helenius et Pelkmans
qui agit comme un compartiment endocytique intermédiaire qui se distingue des endosomes et des
lysosomes par ses constituants et son pH neutre. Il permet notamment de trier les molécules y
arrivant : la cavéoline-1 pourra retourner a la membrane plasmique, la CT ira a 1’appareil de Golgi et
le virus SV40 vers le RE. Mais les cavéoles bourgeonnantes pourront également rejoindre des
endosomes précoces selon un mécanisme médi¢ par Rab5. L’unité cavéolaire sera ensuite recyclée
vers la membrane plasmique mais I’apparente immobilité¢ de ces structures pose des questions quant
aux mécanismes de fusion et de bourgeonnement. Ce dernier semblera toutefois impliqué des
protéines connues telles que la dynamine, les kinases de la famille Src, la protéine kinase C (PKC)
mais aussi le recrutement d’actine au niveau du site de bourgeonnement (Henley et al., 1998;
Pelkmans et al., 2002). Or, il semble exister de nombreuses autres voies d’endocytose n’impliquant
pas les cavéoles suggérant un autre role pour la cavéoline. Notamment, des études destinées a dépléter
les cellules de Cav-1 montrent que, bien que les cavéoles soient affectées, 1’endocytose de nombreux
marqueurs ne l’est pas, mettant en lumiére l’existence de nombreuses voies d’endocytose
(indépendantes des clathrines et des cavéoles) ainsi que 1’existence d’un autre réle pour la cavéoline
(Kirkham and Parton, 2005; Nabi and Le, 2003). En effet, de nombreuses études émergent dans le
domaine et tendent & contredire ces premiéres observations. Parmi celles-ci, on retrouve les études
dynamiques de FRAP montrant que les cavéoles (marquées par la cavéoline) sont des structures
relativement immobiles qui ne présentent pas un fort taux de renouvellement & la membrane plasmique
(Thomsen et al., 2002) mais dont la mobilité peut étre induite par la déplétion de cholestérol
(Pelkmans et al., 2004). Ces résultats ont été confirmés par d’autres études dynamiques dans lesquelles
deux cellules transfectées avec une cavéoline marquée de deux couleurs fluorescentes différentes
(GFP et RFP) furent fusionnées. L’observation des 2 différents pools montrent un échange tres faible,
méme aprés activation par ’intermédiaire du virus SV40, confirmant la haute stabilité de ces
domaines (Tagawa, 2005). Les études menées au sein de notre laboratoire confirment ces observations
et démontrent que la cavéoline empéche ’endocytose des cavéoles et permet la stabilisation de ces
domaines a la membrane plasmique (Le et al., 2002; Nabi and Le, 2003). Par ailleurs, les cavéoles ne
seraient pas la seule voie d’entrée pour le virus SV40 (Damm, 2005). On peut ainsi continuer a se

rendre compte que le domaine des cavéolines tend a lui donner une fonction « extra-endocytaire ». Je
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vais néanmoins discuter dans les prochains chapitres ses fonctions dans ’endocytose en montrant
notamment que certaines implications de 1’endocytose médiées par la cavéoline sont d’un certain
intérét pour nous (notamment dans 1’adhésion cellulaire) et sont 4 I’origine de ses probables fonctions

« extra-cavéolaires ».

5. Entrée de pathogénes et cavéolines : sésame, ouvre-toi !

Les petits virus tels que SV40 et le virus de la poliomyélite (d’une taille de 45 nm) entrent dans la
cellule & travers les cavéoles (Pelkmans et al., 2001). L’entrée du virus SV40 a pu étre visualisée de
fagon dynamique et a révélé le transport a travers les cavéosomes au sein desquels les virus stagnent
pendant quelques heures. Puis, ils sont reconduits vers des tubules lisses du RE, tout comme le
récepteur AMFR et son ligand AMF, bien que ces derniers n’empruntent pas la voie des cavéosomes
(Chapitre VI.) (Nabi and Le, 2003; Pelkmans et al., 2001). En utilisant cette voie d’internalisation, les
pathogeénes évitent la dégradation par les lysosomes. D’autres études suggerent que des pathogénes
beaucoup plus larges utilisent ces mémes cavéoles pour entrer dans la cellule. Mais 1a encore, on peut
se rendre compte des limites atteintes par les cavéoles. En effet, ces structures sont beaucoup trop
grandes pour étre internalisées a travers une cavéole et plutdt que d’en utiliser une, ces pathogénes
semblent utiliser une région riche en cavéoles et sont internalisés selon une voie indépendante des
clathrines et dépendante du cholestérol vers des vacuoles contenant de la cavéoline (Rohde et al.,
2003). L’entrée par exemple de Porphyromonas gingivalis est réduite quand la cavéoline-1 est
déplétée (Tamai et al.,, 2005). D’autres pathogenes tels que FEscherichia coli ou Pseudomonas
aeruginosa utilisent cette voie mais, comme le signale le Dr. Parton, la plupart des membranes
apicales des cellules épithéliales (site d’entrée des pathogénes) sont totalement dépourvues de cavéoles
(Parton and Simons, 2007). Par contre, I’induction d’agrégats de molécules localisées dans les radeaux
lipidiques peut conduire a la formation de ces cavéoles suggérant une influence extracellulaire dans
leur constitution (Verkade et al., 2000). Des perturbations de I’organisation membranaire médiées par
la cavéolfne-l, plutdt que la présence de cavéoles, semble étre & I’origine de ces phénomeénes. Il est par
exemple connu que certains streptocoques de groupe A lient la MEC (Fibronectine) et, par ce biais,
également les intégrines a5B1. Des expériences élégantes montrent que la liaison du pathogeéne induit
une agrégation des intégrines aSPl auxquelles il se lie et une translocation progressive vers des
grandes invaginations marquées par la cavéoline. Il est connu ‘que la cavéoline-1 lie les intégrines
a5B1 et peut recruter des molécules de signalisation & I’origine d’un échafaudage moléculaire de
signalisation (Chapman et al., 1999; Giancotti and Ruoslahti, 1999; Wary et al., 1998; Wei et al,,
1999b) qui permettra dans ce cas |’internalisation du pathogéne. Ainsi, la cavéoline-1 apparait ici
indépendante des cavéoles et facilite la formation de fastidieux réarrangements membranaires et

cytosquelettiques a I’origine de I’internalisation du pathogéne.
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6. Cavéolines et stockage des graisses : lien avec la fonction des intégrines

Les cavéoles sont extrémement abondantes au niveau des adipocytes et de nombreuses études lient les
cavéolines a la régulation de la teneur en lipides, aussi bien dans ces cellules spécialisées que dans
d’autres types cellulaires. La cavéoline-1 lie le cholestérol et les acides gras (Trigatti et al., 1999), et
s’associe aux gouttelettes lipidiques, ces organelles spécialisées dans le stockage des lipides. A la fin
de cette section, je me permettrai d’extrapoler cette caractéristique particuliére des cavéolines & un réle
possible dans la fonction des intégrines.

L’étude du role de la cavéoline-1 dans la régulation lipidique s’est faite dans deux modeles : I’un
utilisant des systémes cellulaires exprimant des faibles taux de cavéoline, ’autre ayant recours a des
versions tronquées de la cavéoline. La cav-1 facilite la prise en charge d’acides gras, augmente les
niveaux cellulaires de cholestérol libre et facilite son export (Fielding and Fielding, 2001). Les
versions tronquées de la cav-1 perturbent la régulation des lipides associée aux gouttelettes lipidiques
et réduisent le taux de cholestérol a la surface cellulaire (Pol, 2004). Des fibroblastes de souris Cav-1 -
/- présentent une réduction de la synthése de cholestérol et une augmentation de son estérification
(Frank, 2006). Tous ces résultats démontrent que la cav-1 est essentielle & la régulation des taux
cellulaires et de surface du cholestérol et des lipides. Ces études menées in vitro ont été confirmées par
I’¢tude in vivo de la régénération du foie au sein de souris Cav-1 -/-: la cav-1 est essentielle au
processus régénératif du foie et contribue a la survie des souris aprés une hépatectomie partielle
(Fermmandez, 2006). Ces souris présentent également une réduction significative de 1’adiposité et ne
développe pas d’obésité (Razani, 2002a). Une caractéristique étonnante des cavéoles est la stabilité
des complexes protéines-lipides qu’elles forment et dont nous avons discuté précédemment. Seuls
’ajout de gangliosides exogeénes, de virus ou de cholestérol semble induire leur internalisation (Parton
and Simons, 2007). De plus, elles recouvrent plus du tiers de la membrane plasmique de certains types
cellulaires tels Que les cellules endothéliales. Ainsi, plusieurs questions se posent. Pourquoi existe-t-il
tant de cavéoles ? Les cavéoles et la cavéoline peuvent-elles constituer un stock intracellulaire de
sphingolipides et de cholestérol ? C’est en tout cas la spéculation du Dr. Parton: les gouttelettes
lipidiques et les cavéoles constituent les deux sources principales de lipides et de cholestérol de la
cellule.

Ceci m’amene a la notion de cholestérol/lipides et fonction des intégrines. Les taux de cholestérol au
sein de la membrane plasmique influent directement sur les intégrines avp3 et a5SB1 affectant a la fois
I’adhésion et la signalisation cellulaire (Gopalakrishna et al., 2000; Green et al., 1999). Les données
indiquent que le cholestérol favorise 1’agrégation des intégrines a5B1 au sein des FA et altére la
mobilité latérale d’autres lipides en interaction avec cette intégrine (Gopalakrishna et al., 2000). La
cav-1 s’associe par ailleurs directement avec cette intégrine (Chapman et al., 1999; Giancotti and
Ruoslahti, 1999; Wei et al., 1999a). Des confirmations récentes de I’importance du cholestérol dans la

fonction des intégrines ont été apportées, notamment cette étude mettant en évidence 1’importance du
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cholestérol dans I’adhésion sur FN, la dynamique des FA, ’activation de la FAK, le remodelage du
cytosquelette et la motilité cellulaire (Ramprasad et al., 2007). L’état d’organisation de la membrane
plasmique peut étre évalué & ’aide d’une sonde, Laurdan-2, qui peut changer son pic d’émission en
fonction du niveau d’organisation de la membrane dans laquelle elle s’insere. Cette sonde a permis de
montrer que I’état d’organisation des adhésions focales, par ailleurs mieux organisées que les
cavéoles, était étroitement dépendant de la présence de cholestérol (Gaus et al., 2006). Nous

reviendrons sur cette étude plus tard car elle démontre également I’importance de la cavéoline dans
I’organisation de la membrane plasmique au niveau des FA. Les intégrines interagissent également
avec des glycosphingolipides. Par exemple, GM3 lient les intégrines & travers ses résidus
carbohydratés et module I’adhésion des cellules de mélanomes murins B16F10 (Iwabuchi et al., 1998).
Poursuivant cette idée, les cavéoles, les cavéolines et le cholestérol sont essentiels a I’activité de
I’intégrine Bl car leur déplétion réduit les effets intracellulaires de 1’activation mécanique des
intégrines par un stress extracellulaire (Radel et al., 2007; Radel and Rizzo, 2005). Il apparait que
Pinteraction fonctionnelle qui existe entre les canaux ioniques et les adhésions focales nécessite la
présence de la cavéoline et des cavéoles (Arcangeli and Becchetti, 2006; Cherubini et al., 2005).
Dépléter les cellules de Cav-1 éradique les adhésions focales (Wei et al., 1999b). Ainsi, les cavéolines
(par I'intermédiaire des cavéoles) seraient une source possible de lipides et de cholestérol essentielle a

’organisation de domaines membranaires dont font partie les FA.

7. La sensibilité mécanique des cavéolines et/ou cavéoles

C’est ici que la distinction cavéoline/cavéole prend progressivement sa signification. Bien que
certaines équipes attribuent des effets aux cavéoles, beaucoup d’évidences indiquent qu’elles sont
indépendantes des cavéoles mais impliquent la protéine cavéoline. Ces données ont été obtenues sur
deux types cellulaires, les cellules endothéliales et les cellules musculaires lisses auxquelles un stress

extracellulaire est appliqué.

, a) Cellules musculaires lisses et étirement

Des cellules musculaires lisses soumises 4 un étirement cellulaire dans le but de reproduire des
conditions physiologiques de dilatation/contraction des vaisseaux sanguins se traduit par une
remarquable redistribution de la cavéoline-1 vers les points focaux permettant 1’activation d’une voie
de signalisation PI3K/Akt/Src. Une observation intéressante supplémentaire est que ce processus est
inhibé a la fois dans des cellules Cav-1 -/-, par la délétion du cholestérol mais également par

I’inhibition des intégrines av33 (Sedding, 2005).
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b) Cellules endothéliales et shear stress

Le flux sanguin auquel sont soumises les cellules endothéliales génére des forces de cisaillement ou
shear stress qui constitue un modéle couramment utilisé dans 1’étude des répercussions intracellulaires
de ce flux sanguin. Les cellules soumises a un shear stress chronique subissent une translocation de la
cavéoline de ’appareil de Golgi vers la membrane plasmique (avec ’augmentation du nombre de
cavéoles). Cette sensibilité mécanique se traduit par ’activation d’une voie de signalisation cellulaire
eNOS et MAPK mais surtout par la phosphorylation de la cav-1 sur son résidu tyrosine 14. Seule la
cavéoline-1 possede ce résidu. Cet effet est dépendant des intégrines et induit la translocation de la
cavéoline-1 vers les adhésions focales (FA), une activation de la protéine Csk qui se lie au résidu
tyrosine 14 phoshorylé et la réorganisation
consécutive du cytosquelette d’actine a travers
la phosphorylation de la MLC (Myosin light
Chain). Ainsi, I’activation des intégrines par le
shear stress permet de recruter une cavéoline-
1 non cavéolaire a 1’origine d’une voie de
signalisation intracellulaire (Boyd, 2003;
Radel and Rizzo, 2005; Rizzo et al., 2003).

Une étude récente montre que le shear stress

permet la translocation des intégrines 1 vers

les cavéoles. Cette étape, en plus de la

résen tér i air . . P . .
présence de cholestérol, - apparait nécessaire Figure 30. La mécano-régulation des voies de

dans I’étape de phosphorylation de la Cav-1 et signalisation par la cavéoline-1 dans les
cellules endothéliales

de I’activation subséquente des FA (Radel et (Adapté d’aprés Frank and Lisanti, 2006)

al., 2007). Ces résultats ont été confirmés dans

le modele in vivo de souris Cav-1 -/- démontrant le réle indispensable joué par la cavéoline dans le
remodelage des vaisseaux sanguins suite a un flux sanguin (Frank and Lisanti, 2006; Yu, 2006)
(Fig.30).

Ces études mettent en lumiére la faculté de la cavéoline-1 a répondre & un stimulus extracellulaire.
Dans les deux cas, ces stimuli font intervenir les intégrines qui sont les premiéres sondes mécaniques
des variations extracellulaires. La transmission mécanique semble ainsi étre une caractéristique
intrinséque des cavéolines et des cavéoles. En 1998, une étude démontrait déja que le flux sanguin
pouvait induire la phosphorylation sur résidus tyrosine de nombreuses protéines et leur recrutement au
niveau des cavéoles a |’origine de 1’activation de la voie Erk (Rizzo et al., 1998). Dans une étude
paralléle, I’ajout d’un anticorps anti-cavéoline bloque cette voie identifiant le complexe
cavéoline/cavéole comme une sonde mécanique efficace (Park et al., 2000). Or a cette époque, une

étude montre que 1’association entre la cavéoline-1 et les intégrines est requise pour le recrutement de
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She et I’activation subséquente de la voie Erk (Wary et al., 1998). La cavéoline-1 adopte alors le statut

de « sonde mécanique » au sein des adhésions focales (Alenghat and Ingber, 2002)

8. Les cavéolines et la signalisation cellulaire

Bien que de nombreuses études suggérent un role pour la cavéoline dans la signalisation cellulaire, un
approfondissement et une confirmation de ces observations sont nécessaires. Un argument soulevé par
le Dr. Parton justifie ce doute: la plupart des interactions entre les cavéolines et les protéines de
signalisation impliquent le CSD (Scaffolding domain, acides aminés 82 a 101) (Li et al., 1996) mais ce
domaine lie de maniéres stable le membrane plasmique et pourrait méme s’y insérer (Arbuzova,
2000). De plus, une étude montre que la réduction des taux intracellulaires de Cav-1 (par siRNA) ne
réduit pas la localisation dans les cavéoles ou radeaux lipidiques de nombreuses rholécules de
signalisation qu’elle régule (eNOS, les kinases de la famille Src, Gaq et le récepteur a I’insuline).
Néanmoins, cette déplétion de la cavéoline réduit I’activation de la RhoGTPase Rac et la
phosphorylation de la protéine Akt (Gonzalez et al., 2004). Ceci suggere fortement que des pools non-
cavéolaires (au niveau des adhésions focales ou du complexe de sécrétion) de la cavéoline sont a
’origine de son rdle dans la signalisation cellulaire. Une étude supporte fortement cette idée : la
cavéoline-1 exprimée de maniére transgénique dans des cellules endothéliales de souris Cav-1 -/-
inactive considérablement 1’eNOS sans pour autant former de cavéoles suggérant qu’in vivo, la
cavéoline-1 module des voies de signalisation indépendamment de son role dans les cavéoles (Bauer,
2005). La NOS (Nitric Oxide Synthase) semble étre une cible principale de 1’activité de Cav-1, avec
laquelle elle interagit principalement a travers le CSD, dans la signalisation cellulaire : un résidu
important étant F92 (Bernatchez, 2005; Bucci, 2000; Garcia-Cardena, 1997). Je vais, dans la suite de
cette section, discuter des évidences qu’il existe pour la présence d’un stock extra-cavéolaire de

cavéoline, puis j’évoquerai les effets de la cavéoline dans la signalisation cellulaire.

a) Evidences de la présence de la cavéoline en dehors des cavéoles

Les cellules endothéliales présentent 75 cavéoles par um’, les cellules musculaires lisses 35 et les
cellules musculaires cardiaques seulement 6 (Head and Insel, 2007). Pourtant, ces derniéres expriment
convenablement les cavéolines suggérant qu’elles existent en dehors des cavéoles (Head et al., 2006).
La perturbation du cytosquelette d’actine et des microtubules dérange les cavéoles et augmente
significativement la production d’AMPc suite a la stimulation de récepteurs B-adrénergiques suggérant
que I’expression des cavéoles empécherait 1’interaction entre les protéines Gs et I’adénylyl cyclase et
ainsi la production d’AMPc (Head et al., 2006). De plus, la cavéoline se trouve au sein de
microdomaines intracellulaires distincts des cavéoles et des radeaux lipidiques contenant les RCPG
(récepteurs couplés aux protéines G), les protéines G et ’adenylyl cyclase (Head et al., 2005). Dans un
modele de transformation fibroblaste-myofibroblaste, I’adenylyl cyclase colocalise au niveau des

adhésions focales avec la version phosphorylée sur le résidu Tyrl4 de la cav-1 (pCav-1) et des
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augmentations d’AMPc stimulent la phosphorylation de la Cav-1 et remodeélent le cytosquelette
d’actine (Swaney et al., 2006). L’extraction des cavéoles et des radeaux lipidiques (bien que
controversée) révéle une proportion importante de cavéoline en dehors de ces deux compartiments
(Head et al., 2005; Predescu et al., 2001). Les cavéolines sont notamment retrouvées au sein de la voie
de sécrétion (appareil de Golgi, endosomes) et des anticorps différents sont développés dans 1’idée de
détecter tous les pools intracellulaires de cavéoline dont certains épitopes pourraient étre occultés
(Parton et al., 2006; Pelkmans et al., 2004). .

Un autre argument plus significatif en faveur d’une cavéoline en dehors des cavéoles est la présence
de cette protéine dans des types cellulaires n’exprimant pas de cavéoles tels que les leucocytes ou les
neurones.

Au sein des neurones, ces cavéolines sont fonctionnelles et sont impliquées dans la transmission et la
plasticité neuronale. On retrouve notamment la cavéoline-1 au sein d’un complexe avec le récepteur
au glutamate AMPA et la PLA, (phospholipase A;) dans lequel elle régule 1’activité de la PLA, et
module la liaison de I’AMPA 2 son récepteur régulant ainsi I’activité neuronale (Gaudreault et al.,
2004). On retrouve également la forme sécrétée de la Cav-1 impliquée dans une boucle paracrine a
I’origine de I’invasion périneurale et la protection contre 1’apoptose de carcinomes de prostate (Ayala
et al., 2006). La cavéoline-1 régule la plasticité neuronale en réduisant notamment la croissance des
neurites médiée par le NGF (Nerve Growth Factor) (Bilderback et al., 1999). Dans la maladie du prion
qui entraine une dégénérescence neuronale suite & 1’accumulation cérébrale de la protéine PrP™ (qui
survient aprés des changements -conformationnels de la protéine PrP° la rendant insensible aux
protéases), la cavéoline-1 interagit avec PrP° mais perd sa localisation cavéolaire suite a I’infection par
la protéine PrP™* (Mouillet-Richard et al., 2000).

Les cavéolines-1 et -3 sont exprimées par toute une batterie de cellules immunitaires telles que les
monocytes, les macrophages, les cellules dendritiques et les lymphocytes CD4+, CD8+ et CD21+
(Thomas et al., 2004). La Cav-1 est recrutée et phosphorylée par CD26 au niveau de cellules
présentatrices d’antigénes et permet la prolifération et ’activation de cellules T (Ohnuma et al., 2004).
Une étude élégante et sur laquelle nous allons revenir a récemment impliquée la cavéoline-1 dans la
diapédese des leucocytes, a savoir le mouvement des leucocytes a travers la paroi vasculaire pour

rejoindre la circulation sanguine (Millan et al., 2006).

b) La signalisation par les cavéolines en dehors des cavéoles

La phosphorylation sur le résidu Tyrl4, qui n’est possible que pour la cavéoline-1, est une composante
essentielle de son rdle dans la signalisation. Dans le cas d’un stress oxydatif causé par H;O,, le
récepteur 3 I’EGF (Epidermal growth factor) doit interagir avec pCav-1 pour étre transporté de la
membrane plasmique vers des régions périnucléaires (Khan et al., 2006). Par ailleurs, EGF stimule la
phosphorylation de cav-1 pour induire des cavéoles (Orlichenko et al., 2006). La localisation de pCav-

1 au niveau des FA semble essentielle aux adhésions médiées par les intégrines et répond 2 des stimuli
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extracellulaires en recrutant notamment la protéine Crk au niveau de son site phosphorylé (Grande-
Garcia et al., 2007; Radel and Rizzo, 2005). pCav-1 est intimement impliquée dans la migration et
I’adhésion cellulaire mais je consacrerai une section particuliére a cela. Ce site Tyrl4 est d’ailleurs
« déphosphorylable » par la phosphatase PTP-1B (Caselli et al., 2002b; Lee et al., 2006) dont les
nombreuses influences ont notamment été reliées a |’activité des intégrines (Arias-Salgado et al,,
2005). La phosphorylation de Cav-1 peut également étre stimulée par I’AMPc (Swaney et al., 2006).
~ Des études menées dans des astrocytes révélent que la cavéoline-1 co-précipite avec la protéine Kinase
Ca (PKCa), ’a-tubuline et I’actine a travers son domaine CSD formant un complexe cytosolique
impliqué dans le transport du cholestérol (Ito et al., 2006). La cavéoline-1 peut également former des
complexes avec des facteurs de transcription et des proté€ines chaperonnes, respectivement STAT-3
(pour Signal-transducer and activator of transduction -3) et Hsp90 qui peuvent étre isolés & partir de
pools cytosoliques ou membranaires suggérant a nouveau 1’existence de deux pools de cavéoline-1
(Chen et al., 2005). Dans ce complexe, la cavéoline-l aurait un réle accessoire essentiel a la
redistribution de STAT-3 de la membrane plasmique vers les régions intracellulaires. Cav-1 forme
également un complexe avec TCP-1, via son domaine N-terminal, et la filamine, une protéine du
cytosquelette. L’interaction entre la filamine et la cavéoline permet la phosphorylation de Cav-1, son
détachement du complexe qu’elle forme avec TCP-1 et ainsi le repliement de 1’actine (1’activité de
TCP-1) (Doucey et al., 2006). Cette interaction avec la filamine avait d’ailleurs ét¢ identifiée quelques
années plus t6t et montrait notamment une colocalisation frappante entre la cav-1 et les fibres de stress
d’actine (Stahlhut and van Deurs, 2000), une autre indication du rdle que peut jouer la cavéoline dans
les phénoménes d’adhésion et de migration cellulaire. Nous avons déja évoqué ’implication de la
cavéoline-1 dans I’activité de la NOS. L’absence de cav-1 dans des souris transgéniques entraine
végalement une hyperactivation de la voie Erk (Cohen et al., 2003). Elle participe aussi a la
survie/prolifération cellulaire par I’intermédiaire de la survivine (Torres et al.,, 2006). Des études
intéressantes suggérent que la cavéoline-1 joue un réle dans la sénescence des cellules 2 travers les FA
(Cho et al., 2004; Ryu et al., 2006). En effet, des cellules sénescentes suractivent a la fois la FAK, la
paxilline ainsi que les Rho GTPases Cdc42 et Rac. Ces derniéres interagissent de fagon directe avec la
cavéoline-1 dont la déplétion (par siRNA) réduit a la fois la formation des FA ainsi que celle des
fibres de stress d’actine. On peut ainsi voir que le champ d’action des cavéolines est large et varié et
dépasse les frontiéres des cavéoles. Avant de me consacrer a son réle dans [’adhésion et la migration
cellulaire, je vais rapidement décrire I’implication de la cavéoline-1 dans la progression tumorale et
mettre en valeur la dualité de ces effets lui valant la double-casquette de « suppresseur de tumeurs et

oncogene ».

9. Cav-1 et cancer : oncogéne ou suppresseur de tumeur ?

Alors que des évidences génétiques telles que les souris Cav-1 -/- et les mutations observées dans les

cancers de sein (P132L) suggérent que la cavéoline-1 joue un rdle suppresseur de tumeurs, d’autres
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études non moins évidentes I’impliquent dans la promotion tumorale. Une des idées soulevées par le
Dr. Lisanti pour expliquer ce phénoméne est que la phosphorylation de la cavéoline-1 sur ses résidus
Tyrl4 et Ser80 ainsi que la mutation P132L pourraient inhiber I’activité anti-tumorale du domaine
CSD (82-101) (Fig.31) (Williams and Lisanti, 2005).

Comme nous avons pu le voir dans la section précédente, la cavéoline est une protéine de signalisation
et nombre de ses partenaires interagissent via son domaine CSD. Parmi eux, on retrouve eNOS,
I’EGFR, les kinases de la famille Src, H-Ras, c-Neu et bien d’autres (Williams et al., 2005).

Dans le domaine du cycle cellulaire, le role de la cavéoline-1 semble bien établi. En effet, nombreuses
sont les études montrant son effet négatif aussi bien in vivo qu’in vitro (Williams et al., 2005). Les
cellules provenant de souris Cavl -/- montrent par exemple une hyperprolifération (Razani et al.,
2001la; Razani et al., 2001b). Au niveau mécanistique, la cav-1 agit comme un répresseur de la
transcription de la cycline D1 (contrélant ’entrée dans la phase‘S du cycle cellulaire) (Hulit et al.,
2000) alors que sa déplétion dans des fibroblastes NIH-3T3 cause 1’hyperactivation de la voie Erk-1/2
(Galbiati et al., 1998).

Son rdle dans ’apoptose apparait plus controversé. Pourtant 1 aussi, les études sont nombreuses. D’un
cOté, la cav-1 est capable, de par son interaction avec la PI3K, de sensibiliser des fibroblastes a une
mort cellulaire induite par le céramide (Zundel et al., 2000). A I’inverse, la sous-régulation de la cav-1
dans des cellules de cancer de la prostate les rend plus susceptibles a [’apoptose (Nasu et al., 1998).
Ces variations peuvent s’expliquer par la vanation de type cellulaire présentée dans les études et qui
suggerent par exemple que la cav-1 protége contre I’apoptose préférentiellement dans les cancers de la
prostate, mais peuvent aussi s’expliquer par la variété de stimuli pro-apoptotiques utilisés qui peut étre
une source de variabilité.

La transformation cellulaire semble étre inhibée par la présence de Cav-1. Parmi les nombreuses
études en faveur d’une activité « de « suppresseur de transformation », on distingue les travaux menés
sur les souris Cav-1 -/- qui montrent que celles-ci sont plus susceptibles de développer des tumeurs de
la peau suite a un traitement carcinogénique chimique (Capozza et al., 2003). De plus, I’absence de la
cav-] accélére |’apparition de tumeurs mammaires dans un modéle de souris MMTV-PyMT (Williams
et al., 2003). Bien qu’une quantité importante de travaux suggérent le réle inhibiteur de la cav-1 dans
les cancers de sein, 13 encore, d’autres études montrent par exemple que la cav-1, stimulée par la
progestine, permet d’induire la prolifération de ces cellules tumorales de sein (Salatino et al., 2006).
La cav-l peut également étre associée a un facteur de faible pronostic dans de multiples types de
cancer tels que celui du sein (Savage et al., 2007a; Suzuoki et al., 2002). Ces résultats ont été
confirmés dans notre laboratoire (Kojic et al.).

La cav-1 semble également étre directement liée a de « vrais » suppresseurs de tumeurs tels que la
protéine p53. Par exemple, p53 régule positivement la transcription et la traduction de Cav-1 (Razani
et al., 2000) alors que I’inactivation de p53 réduit considérablement les niveaux d’expression de cav-1

dans des fibroblastes (Lee et al., 1998). Toute une batterie d’oncogénes ont été impliqués dans la
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régulation de I’expression de cav-1 tels que c-Myc, v-Abl, v-Src, New/erb2 et bien d’autres (Williams
and Lisanti, 2005). La plupart d’entre eux sous-régule l’expression de la cav-1 a travers des
mécanismes transcriptionnels.

Le géne codant pour la cavéoline-1 se trouve sur le locus D7S522 du chromosome 7q31.1. Ce locus
est fréquemment perdu dans les carcinomes humains, notamment les cancers du sein (Williams and
Lisanti, 2005). Par ailleurs, I’analyse de la séquence de la cav-1 au sein de tumeurs a révélé des
mutations sporadiques dont la mutation P132L. que 1’on retrouve dans plus de 16% des cas et qui
corréle avec la progression tumorale en jouant un réle dominant-négatif et causant notamment une
hyperactivation de la voir Erk-1/2 (Hayashi et al., 2001).

On peut ainsi se rendre compte que I’expression de la cav-1 est variable en fonction du stage du type
tumoral étudié mais semble étre propre a chaque type tumoral et donne difficilement une indication
sur son rdle dans la progression tumorale. Néanmoins, une observation intéressante et multiple indique
que la cav-1 est souvent fortement exprimée lorsque la tumeur acquiert des propriétés métastasiques
laissant supposer un rdle tout particulier dans les mécanismes de migration et d’invasion tumorale

(Williams and Lisanti, 2005). Cette propriété est Caveolin-1: Growth Inhibition/Stimulation

d’ailleurs également adoptée par des cellules

C e O

tumorales qui exprimaient de faibles niveaux de 4 yqg S80 82-101 | | 178

cav-1 dans les premier stades de la progression

tumorale mettant en lumicre une expression DSEGHL(pY)TVPIRE

biphasique qui a particuliérement été mise en Binds

P . SH2-domain ‘s
évidence dans des cellules de carcinomes du Protains -

EGTH(pS)FDGIWKASFTTFTVTKYWFYR

colon (Bender et al., 2000).

Toutes ces études sur la cavéoline-1 présentent po——— Inhibis

Secretion Signaling

Figure 31. La cavéoline-1 : un suppresseur

résultats. Selon lui, 3 mécanismes intrinséques 4  de tumeur, un oncogéne ou les.deu).( ?
(Adapté d’aprés Williams and Lisanti, 2005)

la dichotomie de sa fonction. Mais plutdt que de

séparer les rOles, le Dr. Lisanti tente de

réconcilier de fagon intéressante tous ces

la cavéoline-1 pourraient inhiber ses fonctions

inhibitrices de croissance tumorale généralement médiées par son domaine CSD (Fig.31). La premiére
serait la phosphorylation sur la Tyr14 a son extrémité N-terminale. Orchestrée par Src, celle-ci permet
le recrutement des protéines de signalisation Grb7 ou Crk. La forme phosphorylée se retrouve au
niveau des adhésions focales, site principal de signalisation tyrosine-kinase dans la cellule, ou elle agit
tel un récepteur a facteur de croissance recrutant des protéines & domaine SH2 (Fig.31). 1l est
intéressant de noter a cet endroit que la cavéoline-2 est également phosphorylée sur les résidus Tyrl9
et Tyr27, qu’elle recrute également des protéines a8 domaine SH-2 telles que c-Src, Nck, et Ras-GAP et
se trouve également dans les adhésions focales (Lee et al., 2002). La liaison de la FN permet d’induire

la phosphorylation sur résidus tyrosine des Cav-1 et -2 (Lee et al., 2002). La seconde modification est
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la phosphorylation sur le résidu Ser 80 qui convertit la protéine membranaire en une protéine
cytosolique rendant sa sécrétion possible (Schlegel et al., 2001) (Fig.29). Nous avons déja vu que cette
sécrétion pouvait promouvoir le développement de cellules tumorales de la prostate (Tahir et al.,
2001). Enfin, les mutations telles P132L sont un troisiéme mécanisme capable d’inactiver les
fonctions suppressives de tumeur de la cav-1. Des fibroblastes exprimant cette forme mutée montrent

en effet une invasivité et une croissance exacerbées (Hayashi et al., 2001).

10. Cavéoline-1 et migration cellulaire : une mise au point

Dans cette demiére partie, je vais m’attacher a discuter les données récentes obtenues sur le rdle de la
cavéoline-| dans la migration cellulaire. On verra qu’ici, les résultats obtenus font appel aux fonctions
cavéolaires et extra-cavéolaires de la caveoline-1 ainsi qu’a ses propriétés structurales et
fonctionnelles. La variété des ses influences peut mener a certains résultats contradictoires que le
monde scientifique, dont nous faisons partie, tentent de réconcilier. Nous mettrons également
I’emphase sur la phosphorylation du résidu Tyr14 de la cav-1 et du réle prépondérant qu’elle joue dans

ces mécanismes.

a) Cavéoline-1 et migration : une histoire de polarisation ?

Le role de la cavéoline-1 dans la migration cellulaire a été suggéré il y a quelques années. Notamment,
les cavéoles jouent un réle prépondérant dans la compartementalisation, la polarisation, la
séquestration et la concentration de toute une variété de protéines et complexes de signalisation (Shaul
and Anderson, 1998). Les oscillations calciques polarisées induites par I’ATP sont initiées & 1’arriére
de la cellule au niveau de régions riches en cavéoles et cav-1 (Isshiki et al., 1998). Plus précisément,
lorsque 1’on force les cellules 4 migrer dans une direction, les cavéoles sont transloquées vers 1’arriére
de la cellule et sont a 1’origine des vagues de calcium que 1’on observe dans une cellule motile (Isshiki
et al., 2002a; Isshiki et al., 2002b) (Fig.32). Ces études suggerent que les cavéoles constituent un site
propice d’initiation des vagues calciques mais elles restent a confirmer. La polarisation de la cav-1 et
des cavéoles a été observée dans d’autres modéles cellulaires, De fagon remarquable, les cellules
migrant dans un espace en 2 dimensions arborent la cav-1 a l’arriére de la cellule alors que des cellules
que ’on force a traverser une membrane (3D) sont capables de transloquer la cav-1 a I’avant de la
cellule (Parat et al., 2003). Cette observation a été faite dans les leukocytes au cours de la diapédése a
travers des cellules endothéliales et mettent en lumiére la faculté de la cavéoline-1 et des cavéoles a
sonder leur environnement (Millan et al., 2006). La migration en 3D et la translocation de la cav-1
n’induit pas une perte des cavéoles 4 I’arriére de la cellule démontrant que la cav-1 « migre » sous une
forme cytoplasmique. Par ailleurs, cette translocation est étroitement reliée au site Tyrld et 4 sa
phosphorylation car une forme mutée de la cav-1 (Y 14F) ne présente pas cette polarisation en 3D. Par
contre, la forme mutée reste polarisée a [’arriére de la cellule dans une migration en deux dimensions

(Parat et al., 2003). Alors que la cav-1 se trouve a I’arriére de la cellule motile, sa forme phosphorylée
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pCav-1 est localisée dans les points focaux préférentiellement a I’avant de la cellule et répond a la
liaison de la FN permettant une polarisation cellulaire et une migration directionnelle. Dépléter la cav-
1 réduit a la fois la polarisation cellulaire et la directionnalité de la migration (Beardsley et al., 2005).
Ces résultats ont été confirmés tout récemment par 1’équipe du Dr. Del Pozo qui apporte un élément
nouveau, I’importance du résidu Tyrl4 (Grande-Garcia et al., 2007). En effet, des MEF (pour mouse
embryonic fibroblast) provenant de souris cav-1 -/- présentent une désorganisation du cytosquelette,
une absence de polarisation ainsi qu’une déficience dans 1’organisation des points focaux qui résulte
en une insuffisance dans la directionnalité de la migration. Ces cellules présentent notamment une

réduction de ’activation de la GTPase Rho

i ——

alors que les GTPases Rac et Cdc42 sont
suractivées. Les travaux montrent que le
résidu Tyrl4 est a I'origine de ce phénotype.
En effet, si présent, il recrute la protéine Csk.
Celle-ci phosphoryle le résidu Tyr527 de la

protéine Src et induit son inactivation. Or Src

peut inactiver Rho a travers pl90RhoGAP.
Ainsi, la présence de pCav-1 inactivera Src et
permettra d’activer la GTPase Rho. Rho
entrainera ensuite la maturation des FA, du
cytosquelette et restaurera la directionnalité
de la migration (Grande-Garcia et al., 2007).
On peut voir ici que la cavéoline-1 joue un
role fondamental de signalisation dans la

polarité  cellulaire et la  migration

Figure 32. Une histoire de poles : polarisation directionnelle. Une séquence de 10 acides
des cavéoles et de la cavéoline dans la
migration polarisée des cellules
(Adapté d’aprés Isshiki et al., 2002) terminale de la cavéoline-1 a également été
Des cellules migrant dans une direction donnée
(fleche) relocalisent a la fois la cavéoline-1 et les
cavéoles a 1’arriére de la cellule (encadrement). polarisation a l'arriere de la cellule, la

formation des cavéoles ainsi que la migration

aminés (46-55) au sein de la séquence N-

identifiée et semble essentielle pour sa

directionnelle (Sun et al., 2007). La cav-1 est aussi essentielle au remodelage et a la dégradation de la
matrice de FN essentielles a la migration cellulaire (Sottile and Chandler, 2005b). On peut ainsi se
rendre compte que la cav-1 est primordiale dans la migration cellulaire. Cependant, la aussi, les
résultats sont controversés et son effet est tant6t inducteur, tantét inhibiteur. Les résultats obtenus par
’équipe du Dr Del Pozo semblent néanmoins apporter une explication a cette ambivalence (Grande-
Garcia et al., 2007). En effet, I’absence de cav-1 et donc de pCav-1 corréle avec une inactivation de la

GTPase Rho. Par contre, ceci se traduit par une forte activation des GTPases Rac et Cdc42 et ainsi une
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forte activité protrusive et migratoire dans les cellules Cav-1 -/-. La seule différence est que cette
migration n’est pas organisée et donc pas directionnelle, ce qui peut étre a ’origine des différents
phénotypes observés lors de I’étude du réle de la cav-1 dans la migration cellulaire. L’absence de cav-
| pourrait promouvoir une migration de type amiboide alors que sa présence induirait une migration

de type mésenchymale.

b) Cavéoline-1 et intégrines

La cavéoline-1 est intimement associée aux intégrines et contribue & la formation des adhésions
focales. Tout récemment, ses interactions et contributions au sein des FA ont été étudiées lors de
I’analyse de «1’ adhésome des intégrines» (Zaidel-Bar et al., 2007a). [dentifié suite a la
transformation par le RSV (Rous Sarcoma virus), le site Tyrl4 est phosphorylé par la protéine Src,
permet le recrutement d’une protéine adaptatrice Grb7 et permet la localisation de pCav-1 au sein des
FA tout en stimulant la migration cellulaire induite par I’'EGF (Lee et al., 2000). La cav-1 peut aussi
étre phosphorylée sur ce résidu Tyrl4 par la protéine Abl (Corley Mastick et al., 2001). La cav-1
permet également de lier la sous-unité o des intégrines a la tyrosine kinase Fyn suite a la liaison des
intégrines & leur ligand, identifiant cav-1 comme une protéine essentielle a la signalisation des
intégrines et la prolifération qu’elles stimulent
(Giancotti, 2000; Wary et al., 1998) (Fig.33). La
cav-1, en coopération avec le récepteur uPAR, a
également été impliquée dans le phénomeéne
d’agrégation des intégrines, qui est essentiel & leur
activité et a la formation des FA (Wei et al., 1999b).
La perte de I’interaction entre ’intégrine aSB1 et la
cav-1 réduit I’activation de la FAK, la maturation
des FA et [’activation de la voie Fyn (Chapman et

al., 1999). La cav-l, par |’intermédiaire de Fyn,

Figure 33. La cavéoline-1 participe aux permettrait  aussi  l’activation de la  voir
voies de signalisation médiées par les She/Grb2/SOS qui est & 'origine de I’activation des
intégrines et permetttant la prolifération N . . . .

cellulaire protéines Rac et Ras essentielles a la stimulation de la
(Adapté d’aprés Giancotti, 2000) prolifération cellulaire que régissent les intégrines

(Mettouchi et al., 2001). Nous avons déja évoqué le
réle de la cav-1 et de pCav-1 dans les phénomenes de mécano-transduction qui montrent que la cav-1
est capable de répondre a des phénoménes extracellulaires par [’intermédiaire des intégrines,
notamment par la phosphorylation de pCav-1 (Radel and Rizzo, 2005). Des études récentes suggérent
que les cavéoles sont essentielles a ce phénomene (Radel et al., 2007). L’endocytose des intégrines,

qui peut réguler les phénomeénes prolifératifs et migratoires des cellules, peut étre stimulée par des
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glycosphingolipides. En effet, le LacCer (pour C8-lactosylceramide) régule la fonction des intégrines
en modulant a la fois leur agrégation au sein de microdomaines membranaires et en régulant leur
endocytose au sein des cavéoles (Sharma et al., 2003). 11 est intéressant de noter & cet endroit que ce
phénomeéne d’internalisation des intégrines peut également étre régulé par 'une de nos protéines
d’intérét, la galectine-3 (Furtak et al., 2001). On peut ainsi observer que la cavéoline-1 joue un role

dans l"organisation et I’activation des intégrines au sein de microdomaines membranaires.

¢) Phosphorylation de la cavéoline-1 et organisation membranaire

Se basant sur les travaux du Dr. Del Pozo que nous évoquerons plus tard, I’équipe du Dr Schwartz

décida d’approfondir les connaissances sur les propriétés des domaines membranaires. Pour ce faire,

GP mage Mas=ed GP i age Zoom
1Pseucocaion Cortocal image iPsoudc color; 1Pseudocolor

ils ont eu recours a une sonde
fluorescente, Laurdan-2. dont les

caractéristiques physiques lui

WT MEF

permettent de  s'insérer dans la

membrane plasmique mais surtout

MEF

de modifier son pic d’émission de

fluorescence en fonction du niveau

Cavi

d’organisation du domaine

W membranaire dans lequel elle se
23 o

= trouve. On comprend ainsi que cette
L

QD o+

sonde est un outil trés utile dans

I’érude  de  'organisation  des

MEF

+ Y14F Cav1

domaines membranaires et la

Cav1

compréehension des mécanismes de
ségrégation a l'origine des radeaux

Figure 34. Organisation membranaire des points lipidiques et des cavéoles. Couplée a
focaux détectée par la sonde Laurdan-2

(Adapté d’apres Gaus et al., 2006) de la microscopie biphotonique, la

Les adhésions focales apparaissent plus organisées sonde révele de fagon surprenante
(jaune) en présence de la cav-1 mais surtout de son résidu . L
Tyrl4 que les FA sont bien plus organisées

au niveau membranaire que les
cavéoles ou autres domaines membranaires (Gaus et al., 2006). L’étude démontre que la cavéoline-1,
tout particulierement la phosphorylation sur son résidu Tyrl4, est essentielle a cetie forte organisation
de la membrane. En effel, I'introduction de la forme sauvage de cav-1, mais pas la forme mutante
Y 14F, au sein de MEF provenant de souris Cav-1 -/- permet de restaurer |'organisation membranaire

des FA (Fig.34). Outre I'importance de pCav-1 dans cette organisation membranaire, I'étude révéle
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également le r6le prépondérant joué par les intégrines et le cholestérol dans ce phénomeéne (Gaus et al.,
2006). Les niveaux de cholestérol au sein de la membrane plasmique, qui peuvent étre régulés par cav-
1, sont essentiels a ’adhésion cellulaire et & la migration sur FN. En effet, ils affectent tout
particuliérement 1’intégrine a5B1, I’organisation des FA, I’activation de la FA et I’architecture du
cytosquelette (Gaus et al., 2006; Ramprasad et al., 2007). L’organisation membranaire des FA et leur
contenu en pCav et cholestérol sont ainsi essentiels a leur maturation et leur fonction dans la migration
cellulaire. L’une des hypotheses est qu’ils favorisent tous deux 1’agrégation des intégrines. D’autres
études démontrent que la déplétion de la cav-1 entraine la désorganisation des FA et la réduction de la
migration cellulaire (Beardsley et al., 2005; Wei et al., 1999b). Ainsi, cav-1 régule la fonction des FA
probablement par sa présence au sein de domaines lipidiques. Mais ces résultats peuvent également
s’expliquer par la relation entre pCav-1 et ’activation de Rho (Grande-Garcia et al., 2007), dont nous
savons qu’elle est la cause principale de la maturation des FA (Rottner et al., 1999a). Les lipides sont
également importants dans 1’architecture du point focal comme le suggére cette étude qui montre que
PIP2 (pour phosphatidylinositol-4,5-bisphosphate) régule la formation des complexes entre la

vinculine, la taline et I’actine (Ling et al., 2002).

d) pCav-1, cavéoles, intégrines et internalisation de microdomaines

membranaires

L’interaction des cellules avec la MEC est essentielle a leur prolifération. Les intégrines, qui médient
cette interaction, permettent de transmettre des signaux de croissance a la cellule. Quand I’interaction
est perdue, la cellule arréte sa croissance. Malheureusement, la plupart des cellules tumorales ont

perdu cette caractéristique. La
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Figure 35, Intégrines, pCav-1, Cav-1 et internalisation de ~ quelques  années  que  le
domaines membranaires dans la croissance cellulaire

! ' détachement cellulaire (mettre les
(Adapté d’aprés Del Pozo et al., 2007)

cellules en suspension pour

inhiber V’interaction intégrines-
MEC) induisaient 1’internalisation de domaines membranaires et du cholestérol (del Pozo et al., 2004;
Del Pozo and Schwartz, 2007). Ces domaines membranaires constituent des sites privilégiés
d’attachement de la protéine Rac, dont I’activation est essentielle a la croissance cellulaire. Des
mécanismes similaires contrdlent les GTPases Rho et Cdc42 (Del Pozo et al., 2002; Palazzo et al.,
2004). Le couplage entre la protéine Rho et son effecteur mDia, qui permet la stabilisation des

microtubules a 1’avant de la cellule en migration, dépend également de 1’adhésion médiée par les
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intégrines et de I’internalisation de ces domaines membranaires riches en cholestérol (Palazzo et al.,
2004). L’internalisation de ces domaines membranaires, marqués par le ganglioside GMI, est
étroitement contrélée par la cav-1. Par exemple, des MEF Cav-1 -/- retiennent le marqueur GM1 a la
surface cellulaire aprés détachement, ainsi que la protéine Rac. Ainsi, le détachement cellulaire cause
une internalisation, par les cavéoles, de domaines membranaires essentiels a la croissance cellulajre
(Fig.35) (del Pozo et al., 2005). Fait important, cette internalisation requiert la présence de pCav-1,
localisée dans les FA. En effet, une fois de plus, I’utilisation d’une forme mutée de cav-1 (Y 14F) dans
des MEF cav-1 -/- inhibent totalement cette internalisation et Rac conserve sa liaison et son activité au
sein de cellules en suspension. Ainsi, I’hypothése développée par le Dr Del Pozo suggére que pCav-1
serait séquestrée dans les FA dans le but d’inhiber I’internalisation de ces domaines membranaires qui
vouerait la cellule a une mort certaine. Lorsque les intégrines perdent leur iriteraction avec la MEC,
pCav-1 est relocalisée vers les domaines cavéolaires et permet I’endocytose des sites d’attachement de
Rac, inhibant la croissance cellulaire. Ce mécanisme est également utilisé par la voie Erk et PI3K (del
Pozo et al., 2005) (Fig.35). Est-ce que ce mécanisme est dérégulé dans les cellules tumorales qui sont
capables de croitre indépendamment de la MEC ? Est-ce que ce mécanisme fonctionne localement
dans les cellules motiles et contribue-t-il a la direction de la migration par I’internalisation des sites

d’activation de Rac? Des interrogations bien excitantes a résoudre. ..
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II. PREMIERE PARTIE : ROLE DE MGATS ET DE LA GALECTINE-3 DANS LA FIBRILLOGENESE DE
LA FIBRONECTINE ET LA MIGRATION CELLULAIRE

A. INTRODUCTION

1. Contexte

Ce travail fut initié par Annick Lagana, une ancienne étudiante au doctorat dans le laboratoire du Dr.
Nabi. A mon arrivée au laboratoire, les travaux menés par les étudiants du Dr. Nabi s’attachaient 2
étudier le recyclage du complexe AMF/AMFR (pour Autocrine Motility Factor Receptor) au niveau
des fibrilles de fibronectine (Chapitre VI.C). Cette observation avait été faite quelques années
auparavant (Le et al.,, 2000) et motivait des travaux auxquels j’ai pu participés, démontrant
I’importance qu’avait la matrice de fibronectine dans la séquestration de facteurs de croissance tels
que I’AMF ou le VEGF. En effet, un rdle important joué par la matrice de fibronectine, que je n’ai pas
présenté dans I’introduction, est de séquestrer des facteurs de croissance pour leur utilisation future
dans des processus tels que I’angiogenése (Goerges and Nugent, 2003; Goerges and Nugent, 2004).
Nos études menées sur des fibroblastes NIH-3T3 montrent que la matrice de FN, qu’ils sécrétent et
remodélent, permet de séquestrer la molécule d’AMF a pH acide. Nous avons montré que la
séquestration a pH acide de I’AMF ¢était un processus réversible car, aprés un retour a pH neutre,
I’AMF conservait ses vertus dans la stimulation de la motilité des fibroblastes NIH-3T3 (Manuscrit
N°4) (Lagana et al., 2005).

La collaboration qui existait entre le Dr. Nabi et le Dr. Dennis nous permis d’avoir accés 3 une série de
lignées cellulaires exprimant ou non la protéine golgienne Mgat5. Alors que ’intérét premier fut
d’utiliser ce modele dans I’étude de 1’endocytose/recyclage du complexe AMF/AMFR, les premiéres
expériences montrérent que les cellules Mgat5-/- ne produisaient pas de matrice de FN. Compte tenu
de I’importance de cette matrice dans de nombreux phénoménes cellulaires, 1’équipe du Dr. Nabi

décida d’étudier le role de la protéine Mgat5 dans la fibrillogenése de la FN.

2. Modéle d’études

Les 3 lignées cellulaires qui ont été utilisées dans cette étude proviennent de notre collaborateur, Jim
Dennis, et ont été extraites a partir de carcinomes mammaires spontanés prélevés sur des souris
transgéniques PyMT, obtenues aprés le croisement avec des souris au génotype Mgat5+/+ ou Mgat5-/-
(Granovsky et al., 2000). Les cellules nommées Rescued proviennent de ’infection rétrovirale de
cellules Mgat5-/- avec un vecteur pMX-PIE codant pour le géne murin de Mgat5 (Partridge et al.,
2004b). La transition épithéliale-mésenchymale (EMT) que subissent les cellules épithéliales se
caractérise par une perte des jonctions adhésives et une propension a la formation de métastases. Alors
que les cellules Mgat5+/+ présentaient un phénotype caractéristique d’EMT avec la perte des jonctions

adhésives (évaluée par la localisation de I’E-cadhérine) et la réduction de I’inhibition de contact, les
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cellules Mgat5-/- conservaient leur phénotype épithélial ainsi que 1’arrét de la croissance par inhibition
de contact (Partridge et al., 2004b). L expression rétrovirale du géne Mgat5 dans les cellules Mgat5-/-
permet de rétablir le phénotype d’EMT. Dans des conditions in vivo, les cellules Mgat5+/+ et Rescued
produisent deux fois plus de métastases aux poumons que les cellules Mgat5-/- (Partridge et al.,

2004b).

3. Lafibrillogenése de la fibronectine : comment I’évaluer ?

11 existe deux méthodes d’évaluation de la fibrillogenése de la fibronectine. La premiére méthode est
d’ordre biochimique et fait appel aux caractéristiques chimiques des fibrilles de FN. En effet, ces
fibrilles connaissent, au cours de leur polymérisation, des modifications les rendant insolubles au
déoxycholate de sodium (DOC) (McKeown-Longo and Mosher, 1983b). Plus la FN est polymérisée
en fibrilles, plus la fraction insoluble au DOC est importante. Ainsi, aprés avoir cultivé les cellules
pendant quelques jours (habituellement dans un milieu dépourvu de FN plasmatique), il est possible de
soumettre un tapis cellulaire 4 une extraction protéique & 1’aide d’un tampon de lyse contenant
généralement 3% de DOC. L’extraction protéique génere deux pools protéiques: 1’'un soluble et
’autre insoluble. Ces échantillons sont ensuite soumis & un gel d’électrophorése et transférés sur une
membrane, pour &tre soumis a la détection de la quantité de FN présente dans les échantillons a I’aide
d’anticorps dirigés contre la FN. La comparaison, entre deux conditions, des taux relatifs de FN
présents dans les deux pools donne une indication quant a I’efficacité de la fibrillogenése de la FN.

L’autre méthode, que nous avons utilisée dans cette étude, consiste a cultiver les cellules sur un
substrat préalablement recouvert de FN soluble (& une concentration de 10 pg/ml dans notre cas) et
dans un milieu dépourvu de sérum (donc de FN plasmatique). Aprés quelques jours d’incubation
(généralement deux), les cellules sont fixées a 1’aide de paraformaldéhyde (3%) et soumises & un
protocole d’immunocytochimie destiné a détecter les fibrilles de FN présentes a la surface cellulaire et
sur le support utilisé. Cette méthode microécopique permet 4 la fois une approche qualitative et
quantitative du processus de fibrillogenése. En effet, en plus d’observer la présence de fibrilles, il est
possible d’évaluer le degré de fibrillogenése en quantifiant a la fois ’intensité et la quantité de fibrilles

de FN générées par les cellules, & I’aide de logiciels d’imagerie (ImagePro dans notre cas).

B. OBIJECTIFS DU TRAVAIL

L’observation de 1’absence de fibrilles de FN dans les cellules Mgat5-/- fut la base de notre travail.
Les objectifs de ce travail furent de répondre aux questions suivantes :

- L’enzyme Mgat5 est-elle impliquée dans la fibrillogenése de la FN ?

- Quel est le rdle joué par la galectine-3, ligand favori des groupements générés par Mgat5 ?

- Quelles sont les molécules impliquées dans ce processus ?

- Est-ce que les intégrines, récepteurs de la FN, connaissent des modifications par la Mgat5

susceptibles d’affecter ce mécanisme ?
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- Quelles sont les voies de signalisation impliquées ?

- Quel est le mécanisme a I’origine de la fibrillogenése de la fibronectine ?

C. PRINCIPAUX RESULTATS

L’absence de I’enzyme Mgat5 ou I’inhibition des processus de glycosylation précédant 1’élongation
par Mgat5 entrave la fibrillogenése de la FN. La stimulation, par la galectine-3, de cellules possédant
des branchements générés par MgatS permet de stimuler a la fois la fibrillogenése de la FN, la
migration cellulaire et la vitesse de polymérisation de 1’actine. La sous-unité Bl des intégrines portent
des groupements générés par 1’enzyme MgatS et perd sa localisation dans les adhésions focales dans
les cellules MgatS-/-. Cette altération de l’intégrine a5l se manifeste par une déficience dans
I’expression d’adhésions fibrillaires (FB) qui corréle avec un défaut d’activation de I’intégrine. La
galectine-3, 4 des concentrations optimales, active a la fois la FAK et la voie de la PI3K, recrute
I’intégrine aSH1 active au niveau des FB et stimule le recyclage de 1’actine. Le peptide RGD inhibe a
la fois la fibrillogenése de la FN et la migration cellulaire. Cependant, en présence de la galectine-3,
un effet synergique est observé dans la formation des fibrilles et des FB, mais également dans
I’activation de I’intégrine a5p! et dans le recyclage de 1’actine. Enfin, des anticorps dirigés contre la
partie N-tenﬁinale de la galectine-3 stimulent a la fois la formation de FB, 1’activation de 1’intégrine

aSpB1 et la fibrillogenése de la FN.
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D. MANUSCRIT N°1

Galectin binding to Mgat5-modified N-glycans regulates fibronectin matrix remodeling in tumor
cells
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Oncogenic signaling stimulates the dynamic remodeling of actin microfilaments and substrate adhesions, essen-
tial for cell spreading and metility. Transformation is associated with increased expression of B1,6GIcNAc-
branched N-glycans, products of Golgi B1,6-acetylglucosaminyltransferase V (Mgat5) and the favored ligand
for galectins. Herein we report that fibronectin fibrillogenesis and fibronectin-dependent cell spreading are
deficient in Mgat5~'~ mammary epithelial tumor cells and inhibited in Mgat5*'* cells by blocking Golgi
N-glycan processing with swainsonine or by competitive inhibition of galectin binding. At an optimum dosage,

exogenous galectin-3 added to Mgat5*'* cells activates focal adhesion kinase (FAK) and phosphatidylinesitol

3-kinase (PI3K), recruits conformationally active a5B1-integrin to fibrillar adhesions, and increases F-actin
turnover. RGD peptide inhibits PI3K-dependent fibronectin matrix remodeling and fibronectin-dependent cell
motility, while galectin-3 stimulates and overrides the inhibitory effects of RGD. Antibodies to the galectin-3
N-terminal oligomerization domain stimulate a531 activation and recruitment to fibrillar adhesions in
Mgat5*/* cells, an effect that is blocked by disrupting galectin-glycan binding. Our results demonstrate that
fibronectin polymerization and tumor cell motility are regulated by galectin-3 binding to branched N-glycan
ligands that stimulate focal adhesion remodeling, FAK and PI3K activation, local F-actin instability, and 541

translocation to fibrillar adhesions.

Extracellular matrices (ECM) serve as the molecular scaf-
fold for cell adhesion, migration, proliferation, and differenti-
ation and as a repository of cytokines and molecular cues that
determine cell polarization and tissue organization. The depo-
sition of fibronectin (FN) in ECM provides positional infor-
mation for mesodermal cell migration during early embryogen-
esis and wound healing (4, 49, 50), and its loss is lethal at
embryonic stages (15). FN fibril elongation involves centripetal
tensin-dependent translocation of a5B1-integrin from focal ad-
hesions along actin stress fibers, forming fibrillar adhesions
that promote conformational changes in soluble FN dimers
and assembly of a fibrillar network (37, 47, 52). FN fibrillogen-
esis is dependent on focal adhesion kinase (FAK) and activa-
tion of effector proteins Src kinase and phosphatidylinositol
3-kinase (PI3K) (26, 48). FAK-deficient cells fail to translocate
integrin-bound FN along actin filaments to form mature fibril-
lar adhesions (26). Ilic et al. (26) suggested that the FN fibril
defect in Fak ™~ cells is due to a failure of postadhesive cytoskel-
etal reorganization and adhesion site remodeling that is required
to support normal FN matrix deposition and patterning.

The traction required for cell motility is also achieved by
remodeling of focal adhesions. Integrin receptors cluster in the
plane of the membrane and activate Src when engaged by
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ECM, recruiting paxillin, talin, and vinculin to form complexes
that anchor microfilaments. Molecular remodeling of these
complexes stimulates membrane endocytosis, pseudopodia ex-
tension, and microfilament remodeling (14, 24). Focal adhe-
sions also recruit cytokine receptor tyrosine kinases that col-
laborate with integrins to activate common oncogenic signaling
intermediates including Src, protein kinase Cy, PI3K, Rac/
Cdc42 (30, 43), and the adaptor proteins Grb7, Grb2, and
pl30cas (20, 42). These observations suggest that fibrillogen-
esis, cell spreading, and motility share a common requirement
for dynamic remodeling of the actin cytoskeleton and focal
adhesions. The density of cell surface integrin receptors and of
substratum ligands plays a critical role in remodeling rates
(36). Therefore, molecular mechanisms that regulate integrin
interaction with the substratum should be determinants of
fibrillogenesis, spreading, and motility.

In this regard, galectins bind N-acetyllactosamine sequences
on N-glycans of integrins (32, 34) and have been described as
matricellular molecules that regulate integrin-mediated adhe-
sion to the ECM (27). The preferred ligands for galectins are
generated in the Golgi by Mgat5 (1,6 N-acetylglucosaminyl-
transferase V), which catalyzes the addition of B1,6GIcNAc to
complex type N-glycans, leading to elongation with poly N-
acetyllactosamine (Gal-B1,4-GlcNAc,) (3, 22, 39, 51). Mgat5
overexpression increased cell motility and tumor formation (8,
18), while an Mgat5-deficient background suppresses mam-
mary tumor growth and metastasis in polyoma middle T trans-
genic mice (17, 38). Mammary carcinoma cells from Mgat5*/*
polyomavirus middle T antigen (PyMT) transgenic mice dis-
play loss of adhesion junctions and an invasive phenotype in
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vitro and in vivo. In contrast, tumor cells from Mgat5 ™/~ lit-
termates fail to undergo epithelial-to-mesenchymal transition
(EMT) and are insensitive to multiple cytokines and limiting
for EMT, including epidermal growth factor, fibroblast growth
factor, platelet-derived growth factor, insulin growth factor 1,
and transforming growth factor 8 (38). Herein we report that
galectin-3 interactions with MgatS-modified N-glycans at the
cell surface of mammary carcinoma cells stimulate a581-inte-
grin activation and translocation to fibrillar adhesions, thereby
regulating FN fibrillogenesis and FN-dependent tumor cell
spreading and motility.

MATERIALS AND METHODS

Antibodies and reagents. Bovine plasmatic FN, bovine serum albumin solution
(BSA, 30%), swainsonine, B-lactose, RGD peptide, LY294002, rabbit anti-lami-
nin, and mouse anti-B-actin antibodies were purchased from Sigma (Oakville,
ON, Canada). Sucrose was purchased from EM industries (Germany). Mouse
anti-FN antibody was purchased from Transduction Laboratories (Mississauga,
ON, Canada), rat anti-mouse B,-integrin (MAB1997) antibody from Chemicon
(Temecula, CA), and rabbit anti-FAK-P397, anti-FAK, anti-Akt ser-473, and
anti-Akt antibody from Biosource International (Camarillo, CA). The
SNAKAS]1 anti-a5B1-integrin monoclonal antibody (7) was kindly provided by
Martin Humphries, and the monoclonal rat anti-galectin-3 antibody (TIB166)
was purchased from the American Type Culture Collection. Fluorescein isothio-
cyanate- and horseradish peroxidase (HRP)-conjugated rat, mouse, and rabbit
secondary antibodies were purchased from Jackson Immunoresearch Laborato-
ries (West Grove, PA). Phalloidin and secondary antibodies conjugated to Alexa
488, 568, or 647 were purchased from Molecular Probes (Eugene, OR). L-
Phytohemagglutinin (L-PHA) gel and .-PHA HRP were purchased from EY
Laboratories (San Mateo, CA). Protein G-Sepharose was purchased from In-
vitrogen Canada, Inc. (Burlington, ON, Canada). Human recombinant galectin-3
was produced as previously described (16).

Cell culture. Mgat5*/* and Mgat5~/~ epithelial mammary tumor cells were
isolated and cloned from Mgat5-deficient mice crossed with mice expressing the
PyMT oncogene (17). PyMT Mgat5~/~ cells were rescued by infection with a
retroviral Mgat5 expression vector (17). Cells were grown in Dulbecco’s modified
Eagle’s medium (DMEM) supplemented with nonessential amino acids, vita-
mins, glutamine, penicillin-streptomycin (Canadian Life Technologies), and 10%
fetal bovine serum (Immunocorp, Laval, QC, Canada) at 37°C in a humidified
5% CO,-95% air incubator. Where indicated, coverslips were coated with FN by
incubation with 200 ! of a solution of 10 pg/ml of FN in phosphate-buffered
saline (PBS) for 30 min at room temperature and then washed three times with
PBS before the cells were plated.

Immunofluorescence labeling. Cells were plated on glass coverslips, coated
with 10 pg/ml of FN where indicated, at 37°C in a humidified 5% C0,-95% air
incubator in complete medium for 5 h and then for 2 days in serum-free medium
supplemented, as indicated, with 1 pg/ml swainsonine, 20 mM B-lactose, 20 mM
sucrose, 100 pg/ml RGD, 50 pM LY294002, and/or the indicated concentrations
of recombinant galectin-3 or anti-galectin-3 antibodies. Cells were washed with
PBS (pH 7.4) supplemented with 0.1 mM Ca?* and 1 mM Mg?* (PBS/CM) and
then fixed with 3% paraformaldehyde for 15 min at room temperature. After
fixation, cells were rinsed extensively with PBS and permeabilized with 0.1%
Triton X-100 in PBS/CM containing 0.5% BSA for 15 min to reduce nonspecific
binding. Subsequent washing and incubations with phalloidin and primary and
fluorescent secondary antibodies were done in PBS/CM containing 0.2% BSA.
After labeling, the coverslips were mounted in Airvol (Air Products, Inc., Allen-
town, PA) and viewed with the 63X Plan Apochromat objective (numerical
aperture [NA], 1.3) of a Leica TCS-SP1 confocal microscope, the 100X Plan
Apochromat objective (NA, 1.35) of an Olympus FV1000 confocal microscope or
the 40 PlanNeoFluor objective (NA, 0.75) of a Zeiss Axiophot fluorescence
microscope equipped with a Retiga 1300 monochrome 10-bit charge-coupled
device camera.

FN fibrillogenesis of cells plated on an FN substrate was quantified from
images of slides labeled in parallel for each experiment and acquired with
equivalent acquisition parameters. Threshold levels were established across the
series of slides from each experiment that selected for fibrillar FN and excluded
substrate FN labeling using Northern Eclipse (Empix Imaging) or ImagePro
(Media Cybemetics) image analysis software. Expression of fibrillar adhesions
was quantified by counting the number of cells that expressed elongated, cen-
trally located Bl-integrin-positive adhesions passing over the nucleus (14).

MoL. CELL. BIOL.

SNAKAS51 labeling was quantified from confocal images of cells stained in
paralle! for each experiment and acquired with equivalent acquisition parame-
ters. Individual cells were circumscribed, and total fluorescence intensity values
per cell were determined.

Cell spreading. Cells were added to 96-well plates at 1,000/well coated with the
indicated concentrations of FN in serum-free DMEM. Cells were incubated at
37°C and, at various times thereafter, fixed with 3.7% formaldehyde for 1 h at
room temperature, and after 3 washes with PBS, cells were incubated with
tetramethyl rhodamine isothiocyanate-phalloidin (1:1,000) and Hoechst
(1:2,000) with 0.2% Triton X-100 for 30 min at room temperature. Cells were
scanned with a 10X objective and identified by nuclear stain, and the cell area
was quantified by phalloidin staining using the Cellomics scan array cell-spread-
ing algorithm. Data are means * standard errors of the means (SEM) of results
for 500 cellsiwell.

Actin microfilament turnover. Cells were plated in 96-well plates coated with
10 pg/ml of FN in complete medium for 5 h and then for 2 days in serum-free
medium supplemented or not, as indicated, with 2 pg/ml galectin-3, 100 pg/ml
RGD, or both 2 pg/ml galectin-3 and 100 pg/mi RGD. Following treatment for
1 to 20 min with 0.5 uM latranculin A, an actin monomer-binding drug that
renders the monomers incompetent for filament formation, cells were fixed with
3% paraformaldehyde for 15 min at room temperature and labeled with Alexa
568-conjugated phailoidin (F-actin) and Hoechst stain (nucleus). Actin micro-
filament density per cell was determined with a Cellomics Kineticscan HCS
reader (10X objective; NA, 0.5) using compartment analysis.

Immunoblot and immunoprecipitation. For immunoblot experiments, cells
cultured at 80% confluence and washed three times with ice-cold PBS/CM were
scraped, lysed, and sonicated in lysis buffer containing 1% sodium dodecyl sulfate
(SDS),5 mM EDTA, and 1X Complete Mini (protease inhibitor cocktail tablets)
(Roche, Laval, QC, Canada). For immunoprecipitation experiments, cells were
scraped and lysed in extraction buffer containing 25 mM Tris, pH 7.5, 25 mM
glycine, 150 mM NaCl, 5 mM EDTA, 1% Triton X-100, and protease inhibitor
cocktail. Protein content was assayed using the BCA protein assay (Pierce,
Rockford, IL). p1-Integrin was immunoprecipitated with rat anti-integrin B1 and
protein G-agarose beads, and B1,6GlcNAc-branched N-glycan proteins were
precipitated with L-PHA agarose. To measure FAK-P397 and Akt ser-473 ex-
pression, cells were cultured at 60 to 70% confluence on petri dishes coated with
10 pg/ml FN. Cell monolayers were washed three times with ice-cold PBS/CM,
lysed with 400 pl of hot (95°C) reducing Laemmli buffer, scraped, and sonicated.
Equal protein concentrations were loaded on 7.5% SDS—polyacrylamide gel
electrophoresis gels and transferred onto Hybond C Extra nitrocellulose mem-
branes (Amersham). The blots were blocked with 5% nonfat dry milk in PBS
containing 0.1% Tween 20, with 5% BSA in TBS (Tris-base, NaCl, pH 7.6) for
phosphoprotein blots and with 2% BSA in PBS-0.1% Tween 20 buffer for .-PHA
HRP labeling, The labeled bands were revealed by chemiluminescence and
exposed to preflashed Kodak XRP-1 fiim.

Wound healing motility assay. PyYMT mammary tumor cells were plated on
35-mm plastic dishes coated with 10 pg/ml of FN for 2 days at 37°C in a
humidified 5% CO,-95% air incubator in complete DMEM until 90% conflu-
ence. The cells were grown for 1 day in serum-free medium before wounding of
the monolayer by scraping from the middle of the plate and incubation of the
cells in serum-free medium supplemented with 20 mM B-lactose, 50 M
LY294002, and indicated concentrations of recombinant galectin-3 and RGD.
Cells were then fixed after 1 day, and images were collected with a 20X objective.
Images were analyzed, and cell motility was quantified with Northern Eclipse
image analysis software by measuring the distance from the scrape of the 10 most
motile cells for 4 fields of each condition.

RESULTS

Mgat5/galectin-3-dependent a5B1-integrin activation, FN
fibrillogenesis, and FN-dependent cell motility. Mgat5*/* tu-
mor cell spreading increased with FN coating density on the
substratum, while Mgat5 ™'~ mammary tumor cells were defi-
cient for spreading on FN (Fig. 1A). This suggested that inte-
grin-dependent functions may be deficient in the Mgat5™/~
cells, and to examine this possibility, we measured remodeling
of the FN ECM. In Mgat5~/~ cells, total cellular levels of FN,
but not of laminin, were significantly reduced compared to
Mgat5*/* cells as well as to Mgat5 ™/~ tumor cells rescued by
infection with an Mgat5 retroviral vector (referred to as res-
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FIG. 1. Deficient FN expression and responsiveness in Mgat5 ™~ cells. (A) Cell spreading of Mgat5*/* and Mgat5™'~ cells /plated for 24 h was

PyMT mammary

tumor cell lines and Mgat5~/~ cells rescued by retroviral expression of MgatS (rescued) were blotted for FN, laminin, and B-actin, as indicated.
Molecular mass markers (in kDa) are indicated, and the graph shows the densitometric quantification of band intensity (=SEM; n = 3; %, P <
0.01 relative to Mgat5*/* cells). (C) Mgat5*/*, Mgat5~/~, and rescued cells grown in serum (plus fetal calf serum [+FCS]) or in the absence of
serum (—FCS) on coverslips or on coverslips coated with 10 wg/ml of FN (+FN sub) for 48 h. Cells were fixed and labeled with mouse anti-FN
monoclonal antibody and Alexa 568-conjugated anti-mouse secondary antibody. Bar, 20 pm.

cued cells) (Fig. 1B). Similarly, expression of FN fibrils was
dramatically reduced in Mgat5~'~ cells relative to Mgat5™*/'*
cells (Fig. 1C). As previously observed for sensitivity to cyto-
kines and EMT (38), FN expression is completely restored
upon rescue of Mgat5™/~ tumor cells by infection with an
Mgat5 retroviral vector (Fig. 1B, C). When plated on glass
coverslips in serum-depleted medium for 24 h, all cell lines
were deficient for FN fibrillogenesis, suggesting that the
Mgat5™/* cells remodel serum FN. Plating the cells in serum-
free conditions on an FN substrate was, however, sufficient for
Mgat5™'* but not Mgat5~'" cell lines to reorganize FN into
fibrils (Fig. 1C). Mgat5 deficiency, therefore, limits the ability
of these mammary tumor cells to remodel exogenous FN.
Remodeling of substrate FN in serum-free conditions is en-
hanced in rescued cells exhibiting increased Mgat5 expression
relative to Mgat5™*'* cells, and treatments disrupting galectin-
glycoprotein cross-linking at the cell surface blocked FN fibril-
logenesis (Fig. 2). Treatment of Mgat5*'* cells with swainso-

nine, an inhibitor of Golgi a-mannosidase II that prevents
processing by Mgat5, or with B-p-lactose, a competitive inhib-
itor of galectin binding to glycoconjugates, reduces FN fibril-
logenesis (Fig. 2). Inhibition of FN fibrillogenesis by 3-p-lac-
tose, but not an equivalent concentration of sucrose, and by
swainsonine suggests that galectins and their high-affinity li-
gands (i.e., B1,6GlcNAc-branched N-glycans), respectively, are
both required.

B1-Integrin from Mgat5~/~ cells migrated faster in SDS gels
than that from Mgat5*'* and rescued cells, consistent with the
presence of 31,6GIcNAc-branched N-glycans on 31-integrin in
Mgat5-expressing mammary epithelial tumor cells. Further-
more, Bl-integrin in Mgat5-expressing cells but not Mgat5~/~
cells reacted with L-PHA, confirming the presence of Mgat5-
modified N-glycans (Fig. 3A). Affinity isolation of cellular gly-
coproteins on L-PHA agarose showed a complete absence of
Bl-integrin in the bound fraction from Mgat5 '~ cells. FN was
also detected in the L-PHA isolates from Mgat5*/* and res-
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, and rescued cells were plated for 2 days on coverslips coated

with 10 pg/ml of FN in serum-[ree medium supplemented with 1 pg/ml swainsonine (SW), 20 mM B-lactose (B-lac), or 20 mM sucrose (Suc), as
indicated. Cells were fixed and FN labeled with mouse anti-FN monoclonal antibody, Alexa 488-conjugated antibodies (green), and actin with
Texas red phalloidin (red). FN fibril intensity in untrcated (white bars) and swainsonine (black bars)-treated cells (B) and from untreated (white
bars) and B-lactose (gray bars)- or sucrose (black bars)-treated cells (C) was quantified from [0 images of each condition (XSEM; n = 4; #, P <

0.05; #*. P < 0.01 relative 10 untreated MgatS ' " cells [B| and 10 untreated Mgats

cued cells but absent in that of MgatS ~ cells (Fig. 3B).
However, the commercial preparation of soluble FN did not
react with L-PHA-HRP, suggesting that MgatS-modified N-
glycans on FN were not required to reorganize exogenous FN
into fibrils (Fig. 3B).

FN fibrillogenesis is associated with the formation of a5B1-
integrin-positive fibrillar adhesions that extend along actin
stress fibers (52). Bl-Integrin-labeled fibrillar adhesions were
detected in Mgat5*’* cells and in rescued cells but not in
Mgat3™ " cells (Fig. 3C). Quantification of the number of cclls
expressing fibrillar adhcesions. defined as elongated adhesions

" and rescued cells [C]). Bar, 20 um.

that extended over the cell nucleus (14), showed that a minor-
ity (~ 10%) of wild-type Mgat>""" cells expressed fibrillar ad-
hesions, that essentially no fibrillar adhesions were detected in
Mgats ™' cells, but that ~50% of rescued cells presented
fibrillar adhesions (Fig. 3C). We subsequently labeled the cells
with the «5 Integrin-specific SNAKASL monoclonal antibody
that recognizes an integrin conformation associated with trans-
location along fibrillar adhesions and FN fibrillogenesis (7). Foeal
adhesions were labeled with SNAKASL in both Mgat3™™ and
reseucd cclls but not in Mgat3 ™/~ cells {Fig. 3D). In rescued cells.
SNAKASI labeling was predominantly associated with elongated
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FIG. 3. Mgat5 expression regulates aSp1-integrin glycosylation, conformation, and recruitment to fibrillar adhesions. (A) Total cell lysates,
B1l-integrin immunoprecipitates, and L-PHA-agarose binding fractions from Mgat5*/* (WT), Mgat5~/~ (—/-), and rescued (Res) cells were
blotted with either anti-B1-integrin antibodies, L-PHA-HRP or anti-FN antibodies, as indicated. In Mgat5~/~ cells, B1-integrin migrates more
rapidly in SDS-polyacrylamide gel electrophoresis (* indicates the integrin band) and is not recognized by the B1,6GlcNAc-branched N-glycan-
specific lectin L-PHA. (B) FN also carries L-PHA-labeled 81,6GlcNAc-branched N-glycans (top panel). To determine whether exogenous FN
carries B1,6GlcNAc-branched galectin binding sites, 1 pg of commercial FN was blotted with anti-FN antibody or L-PHA-HRP, as indicated
(bottom). The multiple FN bands are due to the monomer, dimer, and muitimer. Mgat5*/*, Mgat5~/", and rescued cells were immunofluores-
cently labeled with anti-Bl-integrin (C) or the SNAKAS51 monoclonal antibody (D). Cells presenting elongated fibrillar adhesions were counted
based on the anti-B1-integrin (C) and total SNAKAS1 (D) labeling intensity per cell quantified for each cell type (histogram; *SEM; n = 3; P
values are relative to Mgat5*/* cells). Bar, 50 pm.

fibrillar adhesions. Total SNAKAS51 fluorescence labeling in the
three cell lines (Fig. 3D) correlated with the expression of fibrillar
adhesions (Fig. 3C) and the ability of the cells to remodel sub-
strate FN into fibrils (Fig. 2B).

Galectin-3 has a single carbohydrate binding domain and an N
terminus interaction domain that mediates multimerization in the
presence of high concentrations of multivalent N-glycan ligands
(1). The addition of recombinant galectin-3 to the cell medium
stimulates FN matrix remodeling and cell motility of Mgat5*/*
cells plated on an FN substrate in a dose-dependent manner with

maximum efficiency at a concentration of 1 to 2 pg/ml (Fig. 4).
Galectin-3-induced fibrillogenesis was mediated by its carbohy-
drate binding domain, as it could be inhibited by adding 20 mM
[B-D-lactose but not 20 mM sucrose (Fig. 4B, inset). At higher
concentrations, exogenous galectin-3 stimulated neither FN fibril-
logenesis nor cell motility, perhaps because multimerization of
the N-terminal domain is inhibited at high concentrations of ga-
lectin-3 (Fig. 4). This is analogous to the critical ratio of reactants
for optimal cross-linking in multivalent systems, such as antibody
immune precipitation. Galectin-3 did not stimulate the motility
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FIG. 4. Galectin-3 binding to $1,6GlcNAc-branching N-glycans regulates FN fibrillogenesis and cell motility on an FN substrate. (A) Mgat5"'’”
cells were plaled on an FN substrate in scrum-free medium in the absence or presence of 1 wg/ml recombinant galectin-3 and labeled for FN
(green) and phalloidin (red). Bar, 20 um. (B) FN fibril intensity was quantified from 10 images of Mgal5' " and Mgal3 ' cells plated in
serum-free medium supplemented with 0. (1.5, 1. 2, and § pg/ml recombinant galectin-3 (graph: =SEM; n = 4). FN fibril intensity was also
quantified for Mgat5* cells plated in serum-free medium supplemented with | pg/mi recombinant galectin-3 (Gal-3). | wg/mi Gal-3 plus 20 mM
lactose (Gal-3+= B-luac). or 20 mM sucrose (Gal-3 = Suc) (insct. graph: =SEM; n = 3). (C) Migration of Mgat3  and Mgat5™  PyMT wmor cells
over a 24-h period in serum-free medium on an FN substrate (10 pg/ml) in the absence or presence of 2 pg/ml galectin-3 was determined using
a wound healing assay. The dashed line indicates the location of the wound. Bar, 50 wm. (D) The distance migrated from the wound of the ) most
motile cells was measured in 4 fields for cells plated on plastic or on an FN substrate in the presence of 0, 1, 2, 3, or 5 pg/ml galectin-3 (+ SEM;

n = 5; % P < 005; #+, P < 0.01 rclative 1o Mgat5""" cells on FN in the absence of added galectin-3).

and FN fibrillogenesis of Mgat5™ ~ tumor cells (Fig. 4B and C) or
the motility of Mgat3 ™'~ cells plated on tissue culture plastic (Fig.
4D). demonstrating specificity for FN and a requirement for
MgatS-modified N-glycans.

RGD peptides enhance the ability of galectin-3 to promote
FN fibrillogenesis. Addition of RGD-containing peptides com-
petes with a5B [-integrin binding to FN (2). and their addition
to Mgat5 """ cells inhibited FN fibrillogenesis and cell motility
(Fig. 5A and B). However. in the presence of galectin-3 and
RGD peptide, FN fibril formation and cell motility were en-
hanced, suggesting that cxogenous galectin-3 suppresses the
inhibitory effects of RGD (Fig. 5A and B). Both cell motility
and FN fibrillogencsis induced by galectin-3 or galectin-3 plus
RGD were inhibited by treatment with lactose as well as by the
PI3K inhibitor LY294002 (Fig. 5B). While the addition of
RGD did not significantly affect galectin-3-stimulated motility
on an FN substrate, it did inhibit motility in the presence of
galectin-3 on plastic (Fig. 5C). The addition of galcctin-3 or
galectin-3 plus RGD peptides. but not RGD alone, to

Mgat5 ' " cells stimulated the phosphorylation of the PI3K
substrate Akt and FAK. and galectin-3-dcpendent activation of
both PI3K and FAK was reduced in the presence of lactose
(Fig. 5D). While FAK activation by galectin-3 was similar in
the presence or absence of RGD peptide, Akt phosphorylation
in the presence of galectin-3 was greater with the addition of
RGD (Fig. 5D). Galectin-3 theretore stimulates integrin-me-
diated activation of FAK and PI3K, leading to increased FN
fibrillogenesis and cell motility.

Labeling of Mgat3 " * cells for Bl-integrin and F-actin re-
vealed that RGD treatment alone resulted in the predominant
expression of short B1-integrin-positive focal adhesions located
at the ends of actin stress fibers. In contrast, addition of ga-
lectin-3 or galcctin-3 plus RGD induced the formation of elon-
gated fibrillar adhesions that extended along stress fibers over
the center of the cell (Fig. 6 A). The number of cells expressing
fibrillar adhesions was increased in the presence of galectin-3
and even further in the presence of galectin-3 and RGD (Fig.
6B). The SNAKAS! monoclonal antibody labeled the fibrillar
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FIG. 5. Galectin-3 stimulates FN fibrillogenesis and cell motility via a PI5K-dependent pathway. (A) To test whether integrin-FN binding
regulates galectin-3-induced fibrillogencesis, Mgat5 ** cells were plated for 2 days on glass coverslips coated with 10 pg/ml FN in serum-free
medium (CTL) or in scrum-free medium supplemented with 100 pg/m! RGD (+RGD), 1 pg/ml galectin-3 (+Gal-3), or 100 wg/ml RGD and 1
pg/ml galectin-3 (+Gal-3+RGD) and labeled for FN (green) and F-actin (red). Bar, 20 wm. (B) FN fibril intensity (top; 10) images per condition;
n = 4; %, P < 0.0] relative to control) and cell migration (bottom; migrution of 10 most motile cells from 4 frames for each condition; n = §; *x,
P < 0.01; % P < 0.05 relative 10 control) were measured in MgatS™ ~ cells plated for 2 days on an FN-coated substrate in serum-free medium
supplemented with 100 pg/mi RGD, | pg/ml galectin-3. or RGD and galectin-3 in the absence or presence of 20 mM B-lactose or 50 uM
LY294002, as indicated. (C) The effect of 100 pg/ml RGD (+RGD). 1 pg/mi galectin-3 (+Gal-3), or 100 pg/ml RGD and 1 pg/ml gulectin-3
(+Gal-3+RGD) on cell migration on an FN-coated or plastic substrate was determined (migration of 10 most motile cells from 4 frames for each
condition; n = §; #x, P < 0.01; %, P < 0.05 relative o control; 2 = 0.107Y for Gal-3 versus Gal-3+RGD on FN; P = 0.00621 for Gal-3 versus
Gal-3+RGD on plastic). (D) The effect of galectin-3 and/or RGD on FAK and Akt activation was studied by Western blotting of total Mgats " -
cell lysates with anti-FAK-P397. anti-FAK, anti-Akt-P473. and anti-Akt antibodies. Phosphorylated and total forms of FAK and Akt were blotted
on corresponding antibody-stripped nitrocellulose membranes to determine relative activation in the same samples. The graphs show the
densitometric quantification of FAK-P relative to total FAK and Akt-P473 relative to total Akt (n = 3; £SEM: = P < 0.01 relative to CTL).
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FI1G. 6. Galectin-3 induces fibrillar adhesions and integrin activation. Mgats ™ -

cells were pluted for 2 days on glass coverslips couted with 10

pg/ml of EN in serum-free medium (CTL) or in serum-frec medium supplemented with 100 pg'ml RGD (+RGD), 2 pg'ml galectin-3 (= Gal-3).
or 100 wg/ml RGD and 2 pg/mi galectin-3 (+Gal-3+RGD). (A) Immunolluorescent labeling of cells for SNAKAS1 (top row and in green). F-uctin
(middle row in red) and FAK (bottom row in red) revealed that RGD-induced SNAKASI labeling was restricted to FAK-labeled focal adhesions
locuted at the ends of actin stress fibers but that addition of galectin-3, in the presence or absence of RGD. induced the translocation of

SNAKASI-labeled adBl-integrin from FAK-labeled focal adhesions along actin stress fibers. Cells expressing Bl-integrin-labeled fibrillar adhe-
sions were counted (B) (n = 3. =SEM, P values are relative 10 control) and fluorescent intensity of SNAKAST antibody labeling determined per

cell (C) {n = 3. =SEM., P values are rclative 1o control). Bar. 20 pm.

adhesions induced by galectin-3 or by galectin-3 and RGD, and
SNAKASI labeling intensity corresponded to the extent of
fibrillar adhesion expression. RGD trcatment alone also in-
duced SNAKAS] labeling, which was, however, restricted to
FAK-labcled focal adhesions (Fig. 6A and C). Therefore, the
activating conformational change in a581-integrin detected by
SNAKASI is stimulated. at the concentrations used. by RGD
peptides. Following galectin-3 treatment. in the presence or
absence of RGD, SNAKAST labeling extended along fibrillar
adhcesions from FAK-labcled focal adhesions (Fig. 6A). Therc-
fore, galectin-3 binding ¢nhances conformationally active o5B1-
integrin in substrate adhesions and stimulates integrin transloca-
tion along fibrillar adhesions.

Actin cytoskeleton dynamics are critical for FN fibrillogen-
esis and translocation of fibrillar adhesions (37. 53). To com-
pare microfilament density and turnover rates, cells attached to
fibronectin-coated plates were treated with latrunculin A (Lat-
A), an inhibitor of actin polymcrization, and loss of microfila-
ment density was measured over time by phalloidin labeling.
Mgat5 /" cells display rcduced F-actin density and slowcr de-

cay of actin microfilaments in the presence of Lat-A, consistent
with slower remodeling rates in the mutant cells (17). Mgaty "
cells grown in the presence of 2 pg/ml galectin-3 for 2 days
exhibited a morc rapid loss of F-actin upon addition of Lat-A
than untreated cells (Fig. 7). In the presence of RGD. micro-
filament turnover was cssentially equivalent to that of un-
treated cells; however, galectin-3 stimulated actin turnover
even in the presence of RGD. Mgat5" " cells grown in the
presence of RGD peptides presented a reduction in F-actin
density after 20 min of Lat-A treatment. The Lat-A stable actin
pool was associated with peripheral ccll substrate contact re-
gions and was disrupted by treatment with galectin-3 (Fig. 7).
Treatment with both RGD and galectin-3 was also associated
with reduccd actin density, and galectin-3 stimulated actin
turnover even in the presence of RGD. Cellular activation by
galectin-3 therefore accelerates microfilament dynamics and
promotes turnover of a stable RGD-sensitive F-actin pool.
Immunoblotting of cell extracts for galectin-3 revealed that
galectin-3 was cxpressed in Mgat5*/*, Mgat3 ', and rescued
cells with levels slightly reduced in the Mgatd cells but
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FIG. 7. Galectin-3 stimulates microfilament dynamics and turnover. (A) Actin filament turnover of Mgat5 /" cells (reated with 2 wg/ml
galectin-3 and/or 100 pg/ml RGD peptide (see legend in box at right) was measured by quantifying the density of phalloidin-labeled F-actin per
cell following treatment with (0.5 wM Lat-A for 1, 3. 5. 7. 10, and 20 min. F-actin intensities were normalized to maximum and minimum values
for each experiment. The half-life of F-actin depolymerization and residual F-actin densities alter 20 min of Lat-A trcatment are indicated (= SEM:
P values are relative to controls unless otherwise indicated: n = 4). (B) Representative images are presented from a Cellomics KSR analysis (10X

objective) of phalloidin-tabeled Mgat5”

© cells that were untreated (control) or treated for 2 days with 2 pg/ml gulectin-3 {+Gal-3). 100 pg/ml

RGD (+RGD), or galectin-3 and RGD (+Gal-3+ RGD) prior 1o (0 min) or 20 min after (20 min) treaiment with 0.5 uM Lat-A.

increased in rescued cells relative 1o Mgat3™ " cells (Fig. 8A).
To demonstrate that endogenous galectin-3 regulates FN fi-
brillogenesis in Mgat3" * cclls. we treated the cclls with the
TIB-166 monoclonal antibody to galectin-3. specific for the
N-terminal and not the carbohydrate binding domain of galec-
tin-3 (33). Anti-galectin-3 did not inhibit but rather induced
recruitment of Bl-integrin to fibrillar adhesions (Fig. 8B) and
increased SNAKAS! labeling and localization to fibrillar ad-
hesions (Fig. 8C) as well as FN fibrillogenesis (Fig. 8D). Anti-
galcctin-3 induced cffects could be inhibited by B-n-lactose but
not by sucrose, indicating that anti-galectin-3 antibody medi-
ates a5B1-integrin activation and translocation to fibrillar ad-
hesions and FN fibrillogenesis via glycoconjugate binding.

DISCUSSION

Galectin-3 binding to Mgat3-modified N-glycans regulates
FN-dependent tumor cell motility. In Mgat> - cells. FN-de-
pendent spreading. FN fibrillogencesis. and a5B1-integrin acti-
vation and localization to fibrillar adhesions were deficient and
rescued by expression of Mgat3. In MgatS-expressing cells. FN
fibrillogenesis could be inhibited by prevention of terminal
N-glycosylation with swainsonine or by competitive inhibition
of galectin binding with lactose. Galectin-3 was limiting for FN
remodeling, aS@1-integrin activation. translocation to fibrillar
adhesions. and motility of mammary epithelial tumor cclls on
an FN substrate but not on plastic. Exogenous galcctin-3-in-
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FIG. 8. Endogenous galectin-3 regulates FN fibrillogenesis and the conformation and association of a3@1-integrin with fibrillar adhesions.
(A) Expression of endogenous galectin-3 in Mgat5 '**, Mgat5 ", and rescued cells was assessed by Western blotting relative to B-actin expression
levels. Molecular mass markers (in kDa) are indicated, and the graph shows the densitometric quantification of band intensity (=SEM:n = 4. P
values are relative 10 Mgat5 "™ cells). Mgat5™’" cells were plated for 2 days on glass coverslips coaled with 10 we/ml of FN in scrum-free medium
(CTL), in serum-free medium supplemented with anti-galectin-3 monoclonal supernatant (1:30 dilution; +«-Gal-3), or in the presence of
anti-galectin-3 antibody plus 20 mM lactose (+a-Gal-3+B-lac) or 20 mM sucrose (+a-Gal-3+Suc). Cells were then labeled for B 1-integrin (green)
and phalloidin (red) (B). SNAKAST (green) and FAK (red) (C). or FN (green) and phalloidin (red) (D). Corresponding graphs show the number
of cells presenting B1-integrin-labeled fibrillar adhesions (B). SNAKAS]I labeling intensity (C). and FN fibril expression (D) in control and treated

cells (histogram; =SEM: n = 3: P values are relative to the control). Addition of control monoclonal antibody 1o mitochondrial HSP70 had no

effect on any of these processes (data not shown). Bar, 10 pm.

duced FAK activation and concomitant addition of RGD pep-
tides enhanced the ability of galectin-3 10 induce a531-intcgrin
and PI3K activation (7. 26, 40). These results demonstrate that
galectin-binding to Mgat5-modificd N-glycans induces a3B1-
integrin activation. cnhancing FN fibrillogencsis and FN-de-
pendent tumor cell spreading and motility. Mgat5-modified
N-glycans are present on mature glycoproteins and potentially
on many cell surface signaling receptors known to be N-glyco-
sylated.

Galectin-1, -3. and -8 are reported to bind integrins (10, 19,
29), an intcraction that might directly promote adhesion re-
modeling. Galcctin-8-coated substratum stimulated integrin-
mediated spreading and signaling in a similar fashion to that of

cells on FN, while binding of soluble galectin-8 to Bl-integrin
antagonized adhesion and signaling (27). Increased galectin-3
expression in Mgat3-rescued Mgat>  cells is associated with
increased a5B1 activation and FN fibrillogencsis (Fig. 2, 3,
8A). Morcover. the ability of anti-galectin-3 antibodics to stim-
ulate these processes in a lactose-dependent manner (Fig. 8)
argues that endogenous galectin-3 regulates aSB1 activation
and FN fibrillogencsis. Galectin-3 cxpression was previously
reported to be limiting in carcinoma cells, as overexpression
enhanced adhcesion to laminin. FN, and vitronectin and remod-
eling of the cytoskeleton and cell spreading, leading to en-
hanced resistance to apoptotic stimuli (28). However, lactosc
treatment, & competitive inhibitor of galectin binding. en-
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hanced cell spreading and cytoskeletal reorganization, and this
was accompanied by increased endocytosis of galectin-3 and
Bl-integrins (11), similar in this regard to galectin-3/Mgat5-
dependent protection of cytokine receptors from endocytosis
(38). The ability of exogenous galectin-3 and anti-galectin-3
antibodies to induce a5B1-integrin conformational changes,
F-actin turnover, and FN fibrillogenesis demonstrates that, in
these tumor cells, galectin-3 promotes the a5B1-integrin dy-
namics associated with motility.

- In macrophages and transformed cells where membrane re-
modeling is robust, Mgat5 expression and the galectin lattice
are required to maintain sufficient cytokine receptors to drive
phagocytosis and the invasive phenotype, respectively (38).
The increased loss via constitutive endocytosis and reduced
sensitivity of Mgat5 ™/~ tumor cells to stimulation by epidermal
growth factor, fibroblast growth factor, platelet-derived growth
factor, insulin growth factor 1, and transforming growth factor
B argues that galectin-mediated cross-linking regulates the res-
idency and rate of turnover of multiple signaling and adhesion
receptors in functional domains. Similarly, at high concentra-
tions, galectin-3 was inhibitory for FN fibrillogenesis, while
addition of anti-galectin-3 was stimulatory. This suggests that
galectin-3 regulates the dynamics of FN fibrillogenesis and
associated integrin activation and translocation via receptor
cross-linking. Multivalent galectins bind and cross-link glyco-
proteins based largely on their N-glycan composition, resulting
in heterogeneous clustering of receptors forming a microdo-
main or lattice with the potential to impact multiple cellular
receptors and processes (5). It is therefore possible that galec-
tin secretion regulates FN fibrillogenesis and cell motility
through Mgat5 modifications to receptor tyrosine kinases and,
in this manner, functions as a regulator of inside-out signaling
(24), as described for the ECM protein hensin (23). Alterna-
tively, Bl-integrin of Mgat5*'* cells carries galectin-binding
B1,6GlcNAc-branched N-glycans (Fig. 3), and direct binding of
galectin-3 could induce a5B1-integrin activation, possibly via
integrin clustering within focal contacts.

Stimulation of tumor cell motility by Mgat5/galectin-depen-
dent remodeling of the FN matrix may represent a critical early
event in tumor progression. Mgat5 expression plays a critical
role at early stages of cell transformation and tumorigenesis (8,
17) and is highly correlated with human colorectal carcinoma
progression (9, 44). Cellular transformation is associated with
reduction of FN expression in cultured cells (25, 35), although
FN expression in tumors varies dramatically (41). Increased
expression of B1,6GlcNAc-branched N-glycans upon cellular
transformation enables the modulation of integrin-FN interac-
tion by galectin binding. As such, an Mgat5-dependent role for
galectin-3 function in cell adhesion and motility would explain
the previously reported cell type-specific effects of galectin-3
expression on cell adhesion, cell motility, and tumor metastasis
in various cell models (45).

Mgat5/galectin-3-dependent FN fibrillogenesis. FN fibrillo-
genesis involves the dissociation of a5B1-integrin from focal
adhesions and its translocation along fibrillar adhesions (37).
The conformation-dependent SNAKAS51 anti-o5 integrin an-
tibody recognizes a5B1-integrin in fibrillar adhesions and also
promotes FN fibrillogenesis and induces a5B1-integrin trans-
location from focal adhesions to fibrillar adhesions (7). Galec-
tin-3 and anti-galectin-3 antibodies each induced increased

GALECTIN-MEDIATED FIBRONECTIN FIBRILLOGENESIS 3191

SNAKAS51 binding, confirming that the effect of these treat-
ments on FN fibrillogenesis and cell spreading and motility
were coupled to increased aSB1-integrin activation. SNAKAS1
binding was also induced by RGD peptide alone but was re-
stricted to focal adhesions and did not stimulate FN remodel-
ing. The addition of RGD peptides disrupts a peripheral Lat-
A-resistant F-actin pool detected in untreated Mgat5™/™*
mammary epithelial tumor cells (Fig. 7), consistent with li-
gand-induced integrin regulation of actin polymerization and
remodeling in focal complexes (6, 12). Exogenous galectin-3
also diminished the Lat-A-resistant F-actin pool and, in con-
trast to RGD peptides alone, also stimulated FAK phosphory-
lation and accelerated the rate of microfilament decay upon
addition of Lat-A (Fig. 5, 7). Galectin-3 therefore acts as a
dominant enhancer of integrin activation to stimulate both
integrin and FAK activation within focal adhesions as well as
integrin translocation to fibrillar adhesions and actin filament
turnover.

Exogenous RGD peptides have been shown to inhibit cell
adhesion to FN, although at lesser concentrations, they can
accelerate integrin-mediated remodeling (2, 21). Inhibition of
FN fibrillogenesis and cell motility by RGD peptides is abro-
gated in the presence of galectin-3, where the combination
appears to promote integrin activation and turnover. Integrin
binding to FN via both RGD-based ligand binding and the
synergy domain is associated with FN fibrillogenesis (13, 31,
47). Promotion or stabilization of this alternate non-RGD in-
tegrin-FN adhesive mode may be associated with galectin in-
duction of FN fibrillogenesis.

RGD peptides inhibit cell migration and FN fibrillogenesis,
while galectin-3 alone stimulates and overrides RGD inhibi-
tion of the same. Unlike RGD peptide, galectin-3 stimulated
the recruitment of a5Pl-integrin to fibrillar adhesions and
activation of Akt and FAK phosphorylation. Furthermore, the
PI3K inhibitor LY294002 inhibits FN fibrillogenesis but not
FAK activation induced by galectin-3, and FAK remains local-
ized to focal adhesions upon galectin-3-induced a5B1-integrin
translocation to fibrillar adhesions (Fig. 6). These data suggest
that the role of FAK activation in FN fibrillogenesis is at the
level of focal adhesion remodeling (26) and represents an early
event in the transition of focal adhesions to fibrillar adhesions.
Adhesion-dependent phosphorylation of Akt by integrin can
occur independently of FAK and Src (46). In the context of
galectin-3-induced FN fibrillogenesis, integrin activation of
PI3K would appear to be associated with integrin translocation
to fibrillar adhesions.

We propose a model whereby galectin-3 cross-linking of
glycoprotein receptors promotes a5B1 recruitment and activa-
tion within focal adhesions. Galectin-3 is known to bind recep-
tor tyrosine kinases and integrins that contribute via outside-in
and inside-out signaling to adhesion remodeling, respectively.
Stimulation by galectin-3 results in FAK activation and inte-
grin-substratum exchange that is subsequently coupled to PI3K
activation, microfilament turnover, and the recruitment and
translocation of integrins to fibrillar adhesions. By promoting
both a5p1-integrin activation and actin filament turnover, ga-
lectin binding controls the translocation rate of fibrillar adhe-
sion movement along actin stress fibers, FN fibril stretching,
and FN polymerization.
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E. DISCUSSION

En conclusion, nous confirmons et approfondissons les résultats obtenus par 1’équipe du Dr Dennis
impliquant ’enzyme Mgat5 dans la progression tumorale. Ces résultats montraient que les cellules
extraites de souris PyMT déficientes pour Mgat5 n’avaient pas subi ’EMT et étaient insensibles a
toute une série de facteurs de croissance réduisant de moitié leur aptitudes a migrer et & former des
métastases (Granovsky et al., 2000; Partridge et al., 2004b).

Dans notre étude, les cellules Mgat5-/- présentent des déficiences dans 1’étalement sur une matrice de
FN, dans la fibrillogenése de la FN, dans la motilité cellulaire, dans 1’activation de I’intégrine o531 et
dans le recrutement de cette intégrine au niveau des adhésions fibrillaires. Toutes ces carences
observées dans les cellules Mgat5-/- furent restaurées, voire améliorées, par 1’expression rétrovirale de
Mgat5 (Rescue). Dans les cellules Mgat5+/+, la fibrillogenése de la FN peut étre entravée soit par
I’inhibition de la phase terminale de la glycosylation (a ’aide de la swainsonine qui inhibe I’a-
mannosidase II), soit par ’inhibition par compétition de la liaison entre la galectine-3 et les
groupements générés par Mgat5 (a I’aide du B-lactose, mais pas du sucrose). La galectine-3 joue ainsi
un role prépondérant dans ces phénoménes. En effet, le traitement des cellules Mgat5+/+ & 1’aide
d’une galectine-3 recombinante permet d’amplifier & la fois la fibrillogenése de la FN, la motilité
cellulaire sur FN, D’activation de l’intégrine a5Bl et son recrutement au niveau des adhésions
fibrillaires. Cette galectine-3, & des concentrations optimales, permet également d’activer la FAK et la
PI3K tout en accélérant le recyclage de ’actine. De fagon surprenante, I’ajout du peptide RGD
(destiné a inhiber I’interaction entre 1’intégrine 1 et la FN) permet d’amplifier I’effet de la galectine-3
sur la fibrillogenése de la FN, D’activation de l’intégrine a5B1, son recrutement au niveau des
adhésions fibrillaires, 1’activation de la voie PI3K et le recyclage de I’actine. Enfin, ’ajout d’un
anticorps dirigé contre la partie N-terminale de la galectine-3 (responsable de son oligomérisation),
permet a la fois d’amplifier la fibrillogenése de la FN, l’activation de 1’intégrine a5Bl et son
recrutement au niveau des adhésions fibrillaires. L.’ensemble des résultats obtenus montre ainsi que la
liaison de la galectine-3 & des groupements générés par I’enzyme Mgat5 permet d’activer ’intégrine
a5B1 a lorigine de la stimulation de la fibrillogenése de la FN et de la motilité cellulaire, deux
caractéristiques essentielles & la progression tumorale.

Plusieurs questions se posent a la suite de cette étude : Quelles sont les véritables cibles de la
galectine-3 ? Les récepteurs aux facteurs de croissance sont-ils impliqués ? Quelle est I’ importance des
intégrines dans ce phénoméne ? Comment peut-on expliquer 1’effet synergique du peptide RGD ? Par
quel mécanisme la galectine-3 et Mgat5 permettent-elles de stimuler la fibrillogenése de la FN ? Je
* vais briévement discuter ces différents points en concluant par la présentation d’un hypothétique

modele sur le r6le de la galectine-3 dans I’activation des intégrines et la fibrillogenése de la FN.
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1. La galectine-3 agit-elle indépendamment des intégrines ?

La galectine-3 lie les groupements Galp1,4GlcNAcfi1,3 qui se trouvent dans les branchements poly-
N-acetyllactosamine additionnés aux glycoprotéines de surface au cours de leur maturation dans
I’appareil de Golgi (Hirabayashi et al., 2002). Mgat5 est I’enzyme qui produit ces groupements et
constitue ainsi un partenaire critique de la galectine-3 (Dennis et al., 2002). En effet, outre ses
fonctions intracellulaires qui ne requiérent pas la liaison de ces branchements (notamment dans
I’apoptose) (Nakahara et al., 2005), la galectine-3 doit les lier pour pouvoir agir. Or, il existe de
nombreuses protéines qui portent ces branchements : des récepteurs aux facteurs de croissance aux
intégrines, en passant par les protéoglycans et autres protéines antigéniques.

Le syndécan-4 est par exemple un récepteur membranaire impliqué dans la fibrillogenése de la FN
(Wierzbicka-Patynowski and Schwarzbauer, 2003). Dans certains cas, la liaison des intégrines n’est
pas suffisante pour obtenir une réponse & 1’adhésion compléte. Par exemple, le fragment de la FN liant
I’héparine (Fig.12) est essentiel & la formation d’adhésions focales matures contenant notamment la
vinculine. La liaison de la FN a I’héparine se fait parallélement a son adhésion I'intégrine o531
(Bloom et al., 1999). Les protéines liant ce fragment appartiennent a la famille des protéoglycans et
contiennent le glypican-1 et la famille des syndécans. Parmi cette demiére, on retrouve le syndécan-4
qui se retrouve localisé dans les FA au sein de cellules adhérentes (Woods and Couchman, 1994) ou il
régule I’assemblage de la FN en fibrilles (Mercurius and Morla, 2001; Woods and Couchman, 1988).
Des cellules déficientes pour le syndécan-4 présentent une carence dans la formation de complexes
d’adhésion sur la fibronectine (Ishiguro et al., 2000) alors que des souris syndécan-4 -/- arborent un
sérieux délai dans les processus de cicatrisation qui résulte trés probablement de déficiences dans la
migration des cellules entourant la blessure (Echtermeyer et al., 2001). Le syndécan-4 coopére avec
les intégrines et régulent, en collaboration avec Rho, 1’adhésion, ’étalement et I’organisation de
I’actine cellulaire (Saoncella et al., 1999). En relation avec I’intégrine o531, il active la GTPase Rho
ainsi que la FAK (Wilcox-Adelman et al., 2002), deux protéines essentielles a la fibrillogenése de la
FN (Ilic et al., 2004; Midwood and Schwarzbauer, 2002). L’agrégation du syndécan-4, qui pourrait
étre obtenue par la galectine-3, permet également de lier la protéine kinase C (Mostafavi-Pour et al.,
2003) et favorise notamment 1’activation de la GTPase Rac et sa localisation au niveau de protrusions
membranaires, occasionnant une migration directionnelle (Bass et al., 2007). Le syndecan-4 apparait
ainsi comme une cible potentielle de la galectine-3.

Une autre protéine est le CD98. La chaine lourde de cette protéine antigénique est en effet reconnue
par la galectine-3 (Dong and Hughes, 1997). Cette protéine permet de réguler I’affinité des intégrines
(Fenczik et al., 1997). Tout récemment, son rdle dans la fibrillogenése de la FN a été démontré a la
fois in vivo et in vitro : elle permet a la cellule, par I’intermédiaire de RhoA, de geénérer la contractilité

nécessaire & la polymérisation des fibrilles de FN (Feral et al., 2007).
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Une autre hypothése est que la galectine-3 remplit ses fonctions en liant la FN de maniére directe. Ses
aptitudes & agréger les protéines qu’elles lient au sein d'un treillis pourraient se répercuter sur la
polymérisation de la FN dont I’interaction avec la galectine-3 est connue (Sato and Hughes, 1992). Or,
bien que la FN sécrétée par la cellule porte les groupements produits par Mgat5, la FN commerciale
sur laquelle nous déposons nos cellules pour évaluer la fibrillogenése ne les porte pas (Fig.3,
manuscrit N°1). Il est important de noter que les cellules cultivées sur un substrat sans FN ne sont pas
capables de remodeler la FN quand on les prive de sérum. En plus de révéler qu’elles sont capables de
remodeler la FN plasmatique, cette observation démontre aussi qu’elles remodélent la FN
commerciale (qui ne porte pas les branchements poly-N-acetyllactosamine), donc indépendamment de
la liaison de la galectine-3 a la FN. Ainsi, la liaison de la galectine-3 a la FN n’apparait pas critique
pour le remaniement de cette matrice. Cependant, nous n’avons pas les moyens d’affirmer que le fait
de déposer les cellules sur une matrice de FN ne stimule pas I’expression de la FN cellulaire qui,
sachant qu’elle porte ces groupements polylactosamine, pourrait étre remaniée par la galectine-3. Une
expérience intéressante aurait été d’évaluer 1’état de glycosylation de la FN remaniée & 1’aide de la
sonde L-PHA, cette lectine spécifique aux branchements polylactosamine. Ceci aurait &té possible par
I’extraction des fibrilles & 1’aide du détergent DOC et I’évaluation de leur contenu en polylactosamine
a I’aide de L-PHA-HRP ou, tout simplement, par un marquage fluorescent des fibrilles formées a
’aide de la L-PHA-FITC. Le remaniement de la matrice de la MEC par une interaction directe entre
celle-ci et la galectine-3 (via ses vertus de multivalence) a été montré pour la protéine hensine (Hikita

et al., 2000).

2. La galectine-3 agit-elle a travers les récepteurs aux facteurs de croissance ?

Parmi les protéines qui sont a la surface de nos cellules et qui portent indéniablement les groupements
polylactosamine, on retrouve les récepteurs aux facteurs de croissance (Lau et al., 2007b; Partridge et
al., 2004b). Notre collaborateur a d’ailleurs montré de fagon élégante que ces récepteurs étaient une
cible de la galectine-3, a travers une interaction directe,r et qu’ils étaient constitutivement activés par
un treillis moléculaire formé par celle-ci 4 la surface de la cellule (Partridge et al., 2004b). Ce treillis
empéche la sous-régulation des récepteurs tels que ’EGFR, le PDGFR, I'IGFR ou le FGFR. La
stimulation par leur ligand respectif permet [’activation de la voie Erk dans les cellules Mgat5+/+ et
Rescue mais celle-ci est totalement inhibée dans les cellules Mgat5-/- (Partridge et al., 2004b). Or, il
est connu que l’interaction entre les récepteurs aux facteurs de croissance et les intégrines est
essentielle & leur activation (Guo and Giancotti, 2004; Schwartz and Ginsberg, 2002). Il existe en effet
une coopération évidente entre les récepteurs aux facteurs de croissance et les intégrines permettant
leur activation respective : les intégrines sont capables d’activer les récepteurs aux facteurs de
croissance indépendamment de leurs ligands et inversement (Hynes, 2002; Schwartz and Ginsberg,

2002). Cette caractéristique suggere que la galectine-3 et les groupements polyllactosamine portés par
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ces récepteurs et les intégrines pourraient former un treillis multimoléculaire a la surface de la cellule
qui se répercuterait sur |’activation de familles de protéines et la stimulation de leur signalisation
respective (Fig.36). Au sein des macrophages et de cellules transformées, dans lesquelles le
remodelage de la membrane plasmique est drastique, I’expression de Mgat5 et de son treillis avec la
galectine-3 permettent de maintenir suffisamment

Pentamare de galectine-J , .
de récepteurs a la surface de la cellule pour

stimuler, respectivement, la phagocytose et
I’invasion (Partridge et al., 2004b). Ces données

\ suggeérent ainsi que la formation du treillis
Mgat5/Gal-3 permet de former des complexes

B B3 B macromoléculaires composés de molécules

| | d’adhésion et de récepteurs a cytokines A la

l surface de la cellule, ces complexes régulent a la

\— N-'- fois la demi-vie et la vitesse de recyclage de

multiples molécules de signalisation et

Coll migration snd irwvasion
Figure 36. Le « crosstalk » entre les d’adhésion au sein de domaines fonctionnels
intégrines et les récepteurs aux facteurs de
croissance pourrait-il étre favorisé par le
treillis Mgat5/Gal-3 ? noter que la protéine oncogéne PyMT, a I’origine
(Adapté d’aprés Guo and Giancotti, 2004)

(Manuscrit N°2). Il est également important de

de notre modéle tumoral, est une protéine
adaptatrice qui recrute a la fois p85 et Shc et
initie V’activation de Ras, de la voie PI3K et de la voie Erk (Webster et al., 1998). L’addition de
concentrations optimales de Gal-3 stimule la fibrillogenése de la FN tout en activant la voie PI3K/Akt
(Fig.5, manuscrit N°1). De plus, V'activation de la voie PI3K/Akt est réduite dans les tumeurs
provenant des souris Mgat5-/- (Granovsky et al., 2000). L’activation de la voie Erk/PI3K dans les
cellules tumorales promeut la signalisation autocrine par le facteur TGF-f favorisant PEMT (Thiery,
2003). PTEN (phosphatase and tensin homolog) est une phosphatase de la PI3K qui se lie a la
membrane plasmique a I’arriére de cellules motiles créant ainsi un gradient de concentrations des
molécules PIP3 et PIP2 qui inhibe la voie de la PI3K (Funamoto et al., 2002; Vazquez et al., 2006).
Des travaux menés au sein de fibroblastes embryonnaires murins montrent que I’absence de Mgat5
dans des cellules PTEN+/- supprime la suractivation de la voie PI3K/Akt, I’induction de I’étalement et
la prolifération cellulaire (Cheung and Dennis, 2007). Ces résultats démontrent que la maturation de
protéines par Mgat5 promeut la voie de signalisation PI3K a I’origine du remodelage des filaments
d’actine et de la polarisation de cellules motiles tandis que PTEN I'inhibe. Ceci suggére un mécanisme

d’épistasie génétique et d’interaction moléculaire entre Mgat5 et PTEN.
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3. L’intégrine a5p1, cible favorite de la galectine-3 ?

Contrairement aux travaux de notre collaborateur qui montrent une interaction directe entre les
récepteurs de facteurs de croissance et la galectine-3 (Partridge et al., 2004b), notre étude n’apporte
pas de preuve directe de ’interaction entre celle-ci et I’intégrine a5B1. Or cette interaction a été
démontrée pour les galectines -1, -3 et -8 (Dumic et al., 2006; Liu and Rabinovich, 2005; Ochieng et
al., 2004b). La galectine-1 lie I’intégrine a581 (Guo et al., 2001; Moiseeva et al., 2003), alors que la
galectine-8 lie les intégrines a3B1 et a6pl pour moduler leur conformation et ainsi la susceptibilité
qu’ils ont a lier leur ligand de la MEC (Hadari et al., 2000). Quand elle est immobilisée sur le substrat,
la galectine-8 se comporte telle une protéine de la MEC et promeut 1’agrégation des intégrines et leur
activation. Présente en exces et sous forme soluble, elle forme un complexe avec les intégrines et
inhibe les propriétés adhésives de la cellule (Levy et al., 2001). L’effet observé de la galectine-3 sur la
fibrillogeneése de la FN et la motilité cellulaire est également dépendante de sa concentration et
présente une réponse optimale a des concentrations de 1 & 2 pg/ml (Fig.4, manuscrit N°1). Bien que
notre étude n’apporte pas d’évidence d’une interaction directe entre ’intégrine aSP1 et la galectine-3,
nous démontrons que la sous-unité B1 porte les groupements produits par Mgat5 (détectés a I’aide de
L-PHA-HRP) et surtout que ces groupements sont absents de la sous-unité 31 dans les cellules Mgat5-
/-. 11 aurait été intéressant d’utiliser ces expériences d’immunoprécipitation de ’intégrine Bl pour
mettre en €vidence l’interaction avec la galectine-3. Nous démontrons cependant qu’une légére
augmentation de 1’expression de la galectine-3 dans les cellules Rescue corréle avec une forte
activation de I'intégrine a5B1, son recrutement au niveau d’adhésions fibrillaires et la stimulation de
la fibrillogenese de la FN, principal ligand de cette intégrine. Par ailleurs, 1’utilisation d’un anticorps
anti-galectine-3 et son effet stimulateur sur I’activation de I’intégrine (que ’on peut inhiber a 1’aide de
lactose) montre que la galectine-3 endogene agit sur I’intégrine et la fibrillogenése de la FN. Enfin, le
traitement des cellules avec une galectine-3 recombinante stimule a la fois ’activation de I’intégrine
a5B1, son recrutement au niveau des adhésions fibrillaires et le remaniement de la matrice de FN.
Outre la galectine-3, la présence de MgatS semble étre essentielle a I’activité de I’intégrine, comme en
témoigne sa déficience de localisation dans les points focaux et son absence d’activation détectée avec
I’anticorps SNAKASI au sein des cellules Mgat5-/-. Toutes ces évidences suggerent un rdle plus ou
moins direct de la galectine-3 et du treillis Mgat5/Gal-3 sur I’intégrine a5p1. Dans notre cas, ’action
de la galectine-3 est positive car elle permet de stimuler des changements conformationnels de
I’intégrine o531 & I’origine de son recrutement dans les adhésions fibrillaires, du recyclage de ’actine
et de la fibrillogenése et motilité cellulaire. Cependant, des études démontrent que I’inhibition (a I’aide
de lactose) de la liaison de la galectine-3 permet d’induire I’endocytose de I’intégrine Bl et de la
galectine-3 et ainsi d’augmenter 1’étalement cellulaire et la réorganisation du cytosquelette d’actine
(Furtak et al., 2001). Ces résultats sont en accord avec la restriction de I’endocytose des récepteurs

cytokines par le treillis Mgat5/Gal-3 (Partridge et al., 2004b). La méme €quipe a récemment montré
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qu’une surexpression de la galectine-3 permettait la formation de FA favorables a4 1’adhésion et la
migration cellulaire. A I’inverse, des cellules sous-exprimant la galectine-3 présentent des FA
disproportionnés occasionnant une réduction de la motilité tumorale suite & une trop forte adhésion au
substrat (Baptiste et al., 2007).

L’une des preuves les plus convaincantes de I’effet de la galectine-3 sur I’intégrine o531 est son effet
sur la liaison de cette intégrine par 1’anticorps spécifique SNAKASI, qui lie la sous-unité a5 présente
dans les adhésions fibrillaires responsables de la fibrillogenése de la fibronectine. En effet, la
fibrillogenese de la FN requiert une translocation de 1’intégrine a5B1 des FA vers les FB qui
s’accompagne d’un changement conformationnel que 1’anticorps SNAKAS5] permet de détecter (Clark
et al., 2005; Pankov, 2000). L’anticorps lui-méme est capable d’induire la translocation de 1’intégrine
o5B1 et la fibrillogenese de la FN (Clark et al.,, 2005). Le marquage SNAKAS] est absent ou
totalement aspécifique dans les cellules Mgat5 -/- (Fig.3, manuscrit N°1). 11 est trés prononcé dans les
cellules Rescue et corréle avec la présence intensive de FB dans cette lignée cellulaire (Fig.3,
manuscrit N°1). La stimulation par la galectine-3, ou par son anticorps, permet d’augmenter ce
marquage tout en stimulant le recrutement de la sous-unité Bl au niveau de FB ce qui démontre que
leur effet sur la fibrillogenese de la FN et la motilité cellulaire passe par I’activation de 1’intégrine
o5B1 (Figs.6 et 8, manuscrit N°1). Nous avons néanmoins observé que cet anticorps détectait
également une fraction de I’intégrine au sein de FA, comme le montrent les expériences de traitement
4 I’aide du peptide RGD qui restreint 1’intégrine dans les FA caractérisées par la présence de la FAK
(Fig.6, manuscrit N°1). Ces conditions n’induisent pas le recrutement de 1’intégrine au niveau des FB
et ne permet pas de remodeler la matrice de FN confirmant la nécessite de la translocation des
intégrines dans ces phénoménes. L’intégrine détectée a cet endroit est probablement activée via
’addition du peptide RGD, la phase suivante d’agrégation/translocation étant obtenue par 1’addition
de galectine-3. Quoiqu’il en soit, ces résultats démontrent une fois encore la relation entre la galectine-

3, Mgat5 et ’activation de I’intégrine a5p1.

4. Quelle est I'importance de la séquence RGD ?

L’effet synergique surprenant que nous avons obtenu en incubant les cellules en présence de galectine-
3 (1 pg/ml) et de RGD (100 pg/ml) nous amene & discuter I’importance de la séquence RGD dans la
fibrillogenése de la fibronectine par les intégrines. Cette observation étonnante met simplement en
lumiére une question que se posent les chercheurs depuis longtemps : le site RGD est-il essentiel & la
liaison & I’intégrine et a la fibrillogenese de la FN ? La séquence RGD est présente dans le module
I1I;, de la molécule de FN et fut la premiére mise en évidence de son interaction avec I’intégrine a5p1
(Pierschbacher and Ruoslahti, 1984). Le second site de liaison aux intégrines fut découvert un peu plus
tard, il porte le nom de site synergique et se situe dans le module IIl; (McDonald et al., 1987). Plus

d’un tiers des intégrines connues lient la MEC a travers un site RGD. Des peptides RGD destinés &
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inhiber la liaison entre I’intégrine et la MEC ont été considérablement utilisés et s’avérent étre
d’excellentes approches thérapeutiques. En effet, des peptides RGD modifiés ou des
peptidomimétiques RGD inhibant 1’agrégation plaquettaire sont actuellement sur le marché. Des
compose¢s inhibant I’intégrine a4p1 sont utilisés pour la suppression de réactions inflammatoires alors
que des inhibiteurs de D’intégrine avB3 s’avérent étre d’excellents agents anti-angiogéniques
(Ruoslahti, 2003). Ainsi, de nombreux réactifs basés sur cette séquence RGD ont été utilisés en tant
qu’antagonistes de la fonction des intégrines in vivo (Humpbhries et al., 1986b). Par contre, ’avantage
que leur confere ce mimétisme engendre également des propriétés agonistes qui les rend capables de
stimuler I’activation et la signalisation des intégrines (Humphries, 2000). La liaison entre le peptide
RGD et I'intégrine avB3 a d’ailleurs été cristallisée et montre qu’il se lie aux deux sous-unités avec
une préférence pour la sous-unité B, mais aussi que sa liaison induit de légéres variations dans
’orientation de la sous-unité o par rapport a la sous-unité¢ B (Xiong et al., 2002). Nos résultats
démontrent que I’addition simultanée du peptide RGD et de la galectine-3 amplifie de fagon
synergique |’activation de ’intégrine a5B1, son recrutement au niveau des adhésions fibrillaires et la
fibrillogenése de la FN. Or, ce traitement simultané n’affecte pas la motilité cellulaire. Cependant,
lorsqu’il est ajouté seul, le peptide RGD inhibe & la fois la formation d’adhésions fibrillaires, la
motilité cellulaire et la fibrillogenése de la FN. Mais il est intéressant de noter que le peptide RGD est
capabrle de stimuler le remodelage du cytosquelette d’actine tout en activant I’intégrine aSB1. En effet,
le marquage a I’aide de 1’anticorps SNAKAS1 est augmenté en présence de RGD mais sa localisation
est restreinte aux adhésions focales. Ces résultats suggérent que le RGD agit dans les premiéres phases
d’activation de I’intégrine a5B1 mais celles-ci sont incapables d’évoluer en adhésions fibrillaires et
ainsi de stimuler la fibrillogenese de la FN. Au contraire, le traitement avec la galectine-3 permet a la
fois ’activation de I’intégrine, son recrutement au niveau des adhésions fibrillaires, la stimulation de
la FAK et de la voie PI3K/Akt, I’élévation de la vitesse de remodelage du cytosquelette d’actine et la
fibrillogenése de la FN. Contrairement au peptide RGD qui active 1’intégrine mais n’induit pas sa
translocation le long des fibres de stress d’actine, la galectine-3 agit tel un amplificateur de 1’activation
des intégrines et stimule & la fois 1’activation des intégrines et de la protéine FAK au sein des
adhésions focales. Ces étapes se terminent par une accélération du recyclage de ’actine selon le
mécanisme de « tapis roulant » et I’évolution des FA en FB.

Pourquoi I’addition simultanée de la galectine-3 et du peptide RGD stimule-t-elle a la fois 1’activation
de I’intégrine a5B 1, son recrutement au niveau des FB, 1’activation de la voie PI3K et la fibrillogenése
de la FN ? Nos résultats suggerent que la liaison du peptide RGD a I’intégrine permet un changement
conformationnel (détectable par 1’anticorps SNAKAS51) qui stabiliserait la liaison de cette intégrine a
la FN par l’intermédiaire d’un autre site, trés probablement le site synergique. Par la suite, la
galectine-3 utiliserait cet avantage pour agréger et transloquer 1’intégrine le long des fibres de stress

d’actine a I’origine de la fibrillogenese. Des études suggérent que la séquence RGD permet d’activer
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et d’aligner l’interface entre intégrine a5p1 et la FN alors que le site synergique confére a cette liaison
sa force mécanique (Garcia et al., 2002). Ce site synergique est capable d’induire et de moduler la
fibrillogenése de la FN (Sechler et al., 1997) alors que l’igtégrine a4f31 stimule le remaniement de la
matrice de FN indépendamment du site RGD (Sechler et al., 2000). Tout récemment, 1’équipe du Dr.
Faessler a2 pu montré que le site RGD était essentiel au développement embryonnaire mais n’était pas
indispensable a |’assemblage de la FN en fibrilles (Takahashi et al., 2007). Ce motif RGD fut
remplacé par un motif RGE, sans conséquence sur la fibrillogenése de la FN. En effet, I’intégrine
avf3 est capable de remodeler cette FN-RGE en liant un nouveau motif isoDGR dans le module Is
mettant en lumiére pour la premiére fois I’importance de la modification d’un acide aminé dans la
fibrillogenése de la FN (une réaction non-enzymatique permet de transformer I’asparagine (N) en iso-

aspartate (iso-D)).

5. Le modéle

Nos études montrent que la galectine-3 est capable de stimuler le recrutement de ’intégrine a5p1 tout
en activant la phosphorylation de la FAK et de la protéine Akt. L’inhibition de la voie PI3K par
I’intermédiaire du composé L'Y294002 permet d’inhiber la fibrillogenése et la motilité cellulaire mais
n’agit que trés peu sur I’activation de la FAK induite par la galectine-3. De plus, on peut remarquer
que la FAK, composante intrinséque des FA (et non des FB), reste localisée dans les FA aprés
stimulation par la galectine-3 alors que l'intégrine a5p1 se déplace vers les FB. Ces résultats
suggérent que le rdle de 1’activation de lé FAK dans la fibrillogenése de la FN et la motilité cellulaire
a lieu au niveau du remodelage des FA et représente un événement précoce de la transition FA-FB
(Ilic et al., 2004). L’activation de la FAK par la galectine-3 est, de ce fait, probablement impliquée
dans le désassemblage des FA, moteur de la motilité cellulaire, que nous avons étudié dans le
manuscrit N°2. Nous observons par ailleurs que ’addition simultanée du peptide RGD et de la
galectine-3 stimule la phosphorylation de la protéine Akt mais ne stimule pas d’avantage la
phosphorylation de la FAK. Or, nous observons une plus forte activation de l’intégrine a5f1 ainsi
qu'un plus fort recrutement de celle-ci au niveau des adhésions fibrllaires qui corréle avec un
remaniement exacerbé de la matrice de FN mais pas d’amplification de la réponse migratoire. En
conclusion, ces résultats suggérent que la voie de la PI3K semble étre impliquée dans la translocation
des intégrines et leur maturation en FB.

Sur la base de ces résultats, nous proposons ainsi le modéle suivant. La galectine-3, par I’intermédiaire
de ses vertus oligomérisantes, permet d’agréger des récepteurs glycosylés a la surface de la cellule.
Ceci se traduit par le recrutement, ’activation et I’agrégation de !’intégrine a5p1 au sein des
adhésions focales. L’activation de la FAK au sein des FA est poursuivie par ’activation de la voie de
la PI3K, par le recyclage du cytosquelette d’actine et par le recrutement et la translocation de

intégrine a5p]1 au niveau des adhésions fibrillaires. En véritable chef d’orchestre, la galectine-3

128



11. Réle du treillis Mgat5/Galectine-3 dans la fibrillogenése de la fibronectine

promeut [’activation de I’intégrine aSB! et la dynamique des filaments d’actine a ’origine de la
translocation des intégrines le long de ses filaments d’actine qui finalement étirera et polymérisera les

molécules de FN (Fig.37).
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Figure 37. Modéle hypothétique du role joué par le treillis MgatS/Gal-3
dans la fibrillogenése de la fibronectine

Au sein des FA, I’intégrine a5B! interagit avec un pool stable du cytosquelette
d’actine. Celle-ci est activée (primed) suite a son interaction avec la FN ou des
peptides RGD libres, ce qui lui conférera une conformation active (ligand-
occupied) reconnue par |’anticorps SNAKAS1 occasionnant une
déstabilisation du cytosquelette d’actine qui lul est associée (1). La galectine-3
facilite I’agrégation des intégrines aSB1, qui portent les groupements généres
par ’enzyme Mgat5, induisant |’activation de la FAK et le remodelage des FA
(2). Par la suite, I’activation de la voie de la PI3K et I’effet de « tapis roulant »
sur le cytosquelette d’actine permet la translocation des intégrines a5p1 et leur
maturation en FB (fléches) (3). Cette étape est facilitée par le peptide RGD et
peut étre associée a la perturbation du lien intégrine-RGD et la création d’un
second site de liaison & la FN indépendant du site RGD, trés probablemnt le
site synergique. Enfin, la translocation des intégrines situées dans les FB, par
un mécanisme de « tapis roulant » le Jong des fibres de stress d’actine, permet
]’étirement des diméres de FN et la fibrillogenése de la FN.

6. Implications et perspectives

La stimulation de la motilité cellulaire a travers le remodelage de la matrice de FN par le treillis
Mgat5/Gal-3 constitue une étape précoce et critique de la progression tumorale. L’expression de
Mgat5 est impliquée dans les premiéres phases de transformation cellulaire et de tumorigenése
(Demetriou et al.,, 1995; Granovsky et al., 2000) et corréle fortement avec la progression de
carcinomes colorectaux humains (Fernandes et al., 1991; Seelentag et al., 1998). L’importance de la
glycosylation des protéines de surface est, par exemple, essentielle au processus d’invasion

pulmonaire, comme le montre cette étude sur des cellules B16F10 préalablement traitées a I’aide de la
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swainsonine (Humphries et al., 1986a). La transformation cellulaire est souvent associée 4 une
réduction de I’expression de la FN (Olden and Yamada, 1977) mais cette derniére varie
considérablement au sein des tumeurs (Ruoslahti, 1984). 1l est intéressant & cet endroit de noter que la
fibrillogenése de la FN differe sensiblement du remodelage de la matrice de FN qui existe lors de
I’invasion des cellules tumorales. Alors que la premiére résulte principalement d’une activité des
molécules d’adhésion, le second dérive d’un équilibre entre la migration cellulaire, le remodelage et la
dégradation de la matrice (Hynes, 1999b).

Alors que les souris FN-/- meurent au stade embryonnaire (George et al., 1993), les souris Gal-3-/- et
Mgat5-/- sont capables de vivre jusqu’au stade adulte (Colnot et al., 1998; Dennis et al., 2002). Ceci
suggére que ’influence de ces deux protéines et du treillis qu’elles forment n’est pas nécessairement
essentielle au remodelage de la matrice de FN. De ce fait, il serait intéressant de comparer 1’effet du
treillis Mgat5/Gal-3 entre les cellules normales et les cellules transformées et ainsi vérifier si ce
phénoméne est spécifique aux cellules tumorales. Par ailleurs, notre hypothése suggére que la
galectine-3 agit par une agrégation de l’intégrine a5B1 qui se poursuit par une translocation des
intégrines le long des fibres de stress d’actine. Il serait intéressant d’étudier la dynamique de ce
phénoméne a I’aide notamment de la technique de FRAP ou tout simplement de visualiser a la fois la
FN et I’intégrine en temps réel. De plus, la galectine-3 stimule la phosphorylation de la FAK au sein
des FA, la fibrillogenése de la FN et la motilité¢ cellulaire. Celle-ci est étroitement reliée a la
dynamique des FA : I’étude du rble joué par le treillis Mgat5/Gal-3 est ainsi particuliérement
intéressante et a fait 1’objet de la suite de nos travaux (Manuscrit N°2). Enfin, la formation de tumeurs
dans les souris MgatS-/- s’accompagnent d’une réduction drastique de 1’expression de la cavéoline-1
(Lajoie, 2007). Or, la cavéoline-1 a récemment été impliquée dans la fibrillogenése de la fibronectine
(Sottile and Chandler, 2005b) : il serait ainsi intéressant de savoir si les niveaux d’expression de la
cavéoline-1 ont un quelconque lien avec cette déficience de la fibrillogenese de la FN par les cellules
Mgat5-/-. Plus spécifiquement, la forme phosphorylée de la cavéoline-1 est localisée au niveau des FA
(del Pozo et al., 2005) et I’étude de son activité dans ces FA, en relation avec le treillis Mgat5/Gal-3,
constitue, par conséquent, un axe de recherche extrémement intéressant : il a également été 1’objet de

mes travaux présentés dans le manuscrit N°2.
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ITI. DEUXIEME PARTIE : ROLE DU TREILLIS MGATS/GALECTINE-3 ET DE LA CAVEOLINE-1 DANS

LA DYNAMIQUE DES POINTS FOCAUX D’ADHESION ET LA MIGRATION CELLULAIRE
A. INTRODUCTION

1. Contexte
Cette étude a été motivée par 3 grands points principaux. Le premier point est la conséquence logique
de notre travail sur le role du treillis Mgat5/Gal-3 dans la fibrillogenése de la FN et mon désir
d’étudier la dynamique des adhésions focales dans ce modéle. En effet, notre étude précédente montre
que l’interaction de la galectine-3 avec les protéines de la surface cellulaire modifiées par Mgat5
favorise le remodelage du cytosquelette d’actine et la formation d’adhésions fibrillaires a 1’origine du
remodelage de la matrice de FN (Manuscrit N°1). La fibrillogenése de la FN a lieu suite a la
translocation de 1’intégrine o531 a partir des FA vers les FB, en empruntant les fibres de stress
d’actine (Pankov et al., 2000; Wierzbicka-Patynowski and Schwarzbauer, 2003). L’activation de la
FAK, par phosphorylation sur résidus tyrosine, est critique pour la dynamique des FA et la motilité
cellulaire (Giannone et al., 2004, Hamadi et al., 2005; Schlaepfer et al., 2004) ainsi que pour la
formation des FB et la fibrillogenése de la FN (Ilic et al., 2004). Dans I’étude précédente, nous avons
montré que la galectine-3 régulait 1’agrégation et l’activation de l’intégrine a5B1 au sein des FA,
qu’elle permettait sa translocation le long des adhésions fibrillaires et stimulait 1’activation, a travers
les intégrines, de la FAK et de la PI3K (Manuscrit N°1). Les branchements générés par Mgat5
permettent, a travers la formation d’un treillis, a la galectine-3 de réguler la dynamique de récepteurs
membranaires tels que le TCR et ’EGFR (Demetriou et al., 2001b; Lajoie, 2007). En induisant
I’agrégation des intégrines au sein des FA, la galectine-3 pourrait ainsi stabiliser ou favoriser des
changements conformationnels de 1’intégrine mais aussi affecter la dynamique des composantes du FA
et, par conséquent, influer sur la fonction des intégrines. Nous considérions ainsi que ceci constituait
un modéle paradigmatique de 1’étude du réle du du treillis Mgat5/Gal-3 dans la fonction de récepteurs
membranaires au sein de 1’adhésion focale: un domaine cellulaire transmembranaire hautement
dynamique et une véritable plateforme de signalisation. 1l s’avére justement que mon laboratoire a
Strasbourg sous la direction du Dr. Takeda Kenneth (cotutelle) posséde une solide expertise dans
’étude de la dynamique des adhésions focales et c’est tout naturellement que je me suis inspiré de ses
travaux antérieurs. En effet, I’étude de la dynamique de certaines composantes du FA a permis de
mettre en évidence ’importance des oscillations calciques, de la FAK et de son résidu tyrosine 397
dans le désassemblage des points focaux et la migration cellulaire (Giannone et al., 2004; Giannone et
al., 2002; Hamadi et al., 2005; Ronde et al., 2000). La technique principalement utilisée dans ces
études est la technique de FRAP sur des constituants des FA (en 1’occurrence la FAK) qui permet

d’obtenir une indication sur le dynamisme intramoléculaire du FA et sur son état de maturation qui
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corréle avec sa propension 4 se désassembler pour stimuler la migration cellulaire. Cette technique
s’avérait ainsi parfaitement appropriée a mes travaux futurs.

Le second point qui a motivé mon travail est I’observation que les cellules Mgat5-/- présentaient une
réduction drastique du niveau d’expression de la cavéoline-1. Dans cette étude tout récemment
acceptée pour publication dans Journal of Cell Biology et 4 laquelle j’ai pu participé, nous démontrons
que le treillis Mgat5/Gal-3 entre en compétition avec les domaines membranaires que sont les cavéoles
pour le recrutement et la régulation de la signalisation de I’EGFR (Lajoie, 2007). Les niveaux
d’expression de la cavéoline-1 semblent intimement reliés 4 1’enzyme Mgat5. Notamment, le
traitement des cellules avec le lactose et la swainsonine, tous deux inhibiteurs de la formation du
treillis Mgat5/Gal-3, réduit considérablement 1’expression de la cavéoline-1. Or, ces traitements
mhibent quasi-totalement la fibrillogenése de la fibronectine (Manuscrit N°1). De plus, ces traitements
dans les cellules Mgat5+/+ n’induisent pas une mauvaise localisation des intégrines en dehors des FA,
comme celle observée dans les cellules MgatS-/-, suggérant'l’implication d’un autre partenaire dans ce
phénoméne (résultats non présentés). Par ailleurs, la cavéoline-1 a été impliquée dans les phénoménes
de fibrillogenése et de dégradation de la FN (Sottile and Chandler, 2005b). Qui plus est, certaines
fibrilles de FN & la surface de la cellule colocalisent avec les radeaux lipidiques et la cavéoline-1 et
régulent 1’organisation du cytosquelette et la croissance cellulaire (Hocking and Kowalski, 2002a).
Toutes ces observations suggérent un lien entre la cavéoline-1, la fonction des intégrines, la
dynamique des adhésions focales, la fibrillogenése de la FN et la migration cellulaire. Ceci m’améne
au demier point.

En effet, le troisiéme point qui a motivé cette étude, et qui est étroitement relié au second, est
’observation de la localisation de la forme phosphorylée de la cavéoline-1 (pY 14Cav-1) au sein des
adhésions focales (Glenney and Zokas, 1989; Wary et al., 1998). A I’époque, je suivais avec attention
et grand intérét les élégants travaux du Dr. Schwartz et du Dr. Del Pozo et fut intrigué par cette
observation : pY14Cav-1 interagit avec les intégrines au niveau des points focaux et ’inhibition de la
liaison entre les intégrines et la MEC (par détachement cellulaire) « déplace » pY 14Cav-1 des FA vers
les radeaux lipidiques ou elle engendrera leur endocytose (del Pozo et al., 2005). Ces radeaux
lipidiques sont les sites de liaison de protéines telles que Rac et leur endocytose conduit a la sous-
régulation de voies de signalisation Erk, PI3K et Rac (del Pozo et al., 2004). Ce mécanisme est ainsi
capable de réguler la dépendance 2 leur site d’attachement qu’ont les cellules normales (Del Pozo and
Schwartz, 2007). De fagon remarquable, nos cellules Mgat5-/- présentent également une réduction de
la voie de signalisation Erk qui peut étre restaurée par 1’expression de Mgat3 ou par la réduction de
I’expression de la cavéoline-1 a des niveaux infimes (Lajoie, 2007; Partridge et al., 2004b). Par
ailleurs et alors que je démarrais mes travaux, une étude provenant de I’équipe du Dr. Schwartz mettait
en évidence 1’importance de la cavéoline-1 et de son résidu Tyr14 dans ’organisation de la membrane
plasmique au niveau des FA (Gaus et al., 2006). Cette étude trés intéressante montrait, d’une part, que

les FA possédaient une membrane bien mieux organisée que les cavéoles et les radeaux lipidiques et,
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d’autre part, qu’a la fois la cavéoline-1, pY14Cav-1 et le cholestérol étaient essentiels a ce fort degré
d’organisation. Le modéle que nous possédions au sein de notre laboratoire s’avérait ainsi idéal pour
tester, d’une part, I’importance du treillis Mgat5/Gal-3 dans la dynamique des FA et, d’autre part, le
r0le de pY14Cav-1 dans ces phénomeénes. Tout particuli¢rement, j’étais intéressé par 1’importance
fonctionnelle de la localisation de pY 14Cav-1 au sein des FA qui, malgré toutes les études effectuées

sur pY 14Cav-1, n’avait jamais été estimée.

2. Un aspect méthodologique de I’étude : 1a double fonction de FAK-GFP

L’adhésion focale est une entité multimoléculaire composée de protéines structurales, de protéines
adaptatrices et de protéines de signalisation qui présentent des interactions structurales et
fonctionnelles redondantes. Parmi elles, on retrouve la kinase des points focaux (FAK) qui posséde de
propriétés a la fois structurales, fonctionnelles et adaptatrices. Elle constitue 1’outil principal de ma

seconde étude ce qui m’améne a discuter briévement de son réle au sein des FA.

a) Ses domaines structuraux
La FAK est une tyrosine kinase non apparentée a un récepteur et non associée a la membrane

plasmique, elle ne contient pas de domaines d’interactions homologues a Src de type 2 (SH2) ou de
type 3 (SH3). Son domaine kinase localisé au centre de la protéine est flanqué par des larges domaines
N-terminal et C-terminal dépourvus d’activité catalytique (Girault et al., 1999a). Sa localisation au
niveau des FA est assurée par une séquence dans la partie C-terminale et appelée Focal Adhesion
Targeting domain (FAT) qui peut interagir avec la paxilline et la taline. La paxilline (dont nous ferons
également |’utilisation dans ce manuscrit) est une protéine adaptatrice qui contient différents domaines
d’interaction comme un domaine riche en proline interagissant avec les domaines SH3, quatre motifs
LD (riches en leucine) situés en N-ter et contribuant a la liaison avec la FAK, et quatre motifs LIM en
doigts de zinc importants pour sa localisation au niveau des FA (Brown et al., 1996). La partie N-
terminale de la FAK contient une séquence homologue au domaine « band 4.1 » présent dans un large
nombre de protéines dont la famille des protéines ERM (Ezrine, radixine, moesine), la taline et
certaines tyrosine phosphatases (Girault et al., 1999b). Ces données montrent que la FAK entretient
des interactions multiples avec différents constituants des FA (paxilline, taline, intégrine) permettant

une localisation et une stabilisation du complexe macromoléculaire FAK/FA.

b) Ses domaines d’interaction et ses substrats

L’activation de la FAK est obtenue par un processus complexe dépendant des intégrines et qui touche
au moins six sites de phosphorylation in vivo (Calalb et al., 1995; Schlaepfer and Hunter, 1996). Deux
sites sont présents dans la partie N-terminale (Tyr-397 et Tyr-407), deux sites dans la boucle
d’activation du domaine kinase (Tyr-576 et Tyr-577) et deux sites dans la partie C-terminale (Tyr-861
et Tyr-925). Le motif entourant le site de phosphorylation Tyr-397 correspond au domaine consensus

d’interaction avec le domaine SH2 des tyrosine kinases de la famille Src et régule leur interaction
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(Schwartz et al., 1995) alors que les autres sites sont préférentiellement transphosphorylés par les
protéines cette méme famille (Calalb et al., 1995; Schlaepfer and Hunter, 1996). La FAK interagit
également avec la protéine adaptatrice Grb2 (par la Tyr-925) (Schlaepfer et al., 1994) ainsi qu’avec le
domaine SH3 de la large protéine adaptatrice p130Cas (par son site riche en proline) (Harte et al.,
1996). La Tyr-397, outre son interaction avec Src, est également responsable d’une interaction directe
avec la phospholipase Cy, avec la PI3K et avec la protéine adaptatrice She (Schlaepfer et al., 2004).
Parmi les substrats de la FAK, on retrouve la paxilline et pl30Cas qui sont toutes deux

transphosphorylées (Schaller and Parsons, 1995; Tachibana et al., 1997).

¢) Interaction fonctionnelle entre FAK et Src

L’activation de Src est régulée de fagon trés stricte, son activité catalytique est réprimée par une
interaction intramoléculaire avec la Tyr-527, qui est phosphorylée par la kinase de la partie C-
terminale de Src (Csk) (Nada et al., 1991). L’interaction de la Tyr-527 phdsphorylée avec le domaine
SH2 de Src permet de maintenir la kinase dans une conformation active (Sicheri and Kuriyan, 1997).
Le site d’autophosphorylation de la FAK est indispensable a la relocalisation au niveau des FA de Src,
impliquant I’interaction SH2 de Src et Tyr-397 de la FAK dans la formation du complexe FAK/Src
(Schaller et al., 1999). Ainsi, la FAK, en dehors de son rdle catalytique, joue un réle de protéine
adaptatrice (comme la paxilline et pl130Cas) en recrutant d’autres tyrosine kinases telles que Src.
Cependant, 1’ordre d’activation de la FAK et de Src reste controversé. L’hypothése classique est une
activation par autophosphorylation du site Tyr-397 de la FAK aprés engagement des intégrines, et un
recrutement subséquent de Src par interaction avec ce site de phosphorylation (Schaller et al., 1994).
Or, la Tyr-397 peut aussi étre phosphorylée par Src soulevant quelques doutes quant au mécanisme
d’activation de la FAK (Calalb et al., 1995). Par ailleurs, les protéines de la famille Src peuvent étre
activées indépendamment de la FAK aprés engagement des intégrines dans des cellules FAK-/- (llic,
1995). Cette activation indépendante de FAK pourrait s’expliquer par une déphosphorylation rapide
du résidu Tyr-527 inhibiteur de Src par une phosphatase dont certains travaux suggérent qu’il pourrait
s’agir de Shp2 (Oh et al., 1999). La FAK est ainsi une protéine de choix pour I’étude de la vie interne
des FA. Les FA sont des compartiments subcellulaires qui initient des signaux de transduction
associés aux intégrines et contiennent la plus forte concentration de phosphotyrosine de la cellule.
Inutile de signaler qu’elles constituent par conséquent les principales plateformes de signalisation de la
cellule. Outre leur importance fonctionnelle, les FA possédent également un role structural car elles

sont le lieu d’ancrage des filaments d’actine. Une bifonctionnalité qui se retrouve dans la FAK.

d) FAK, couplage a la GFP et bifonctionnalité

Dans le but d’étudier la dynamique des FA, nous avons ainsi eu recours a la protéine FAK couplée a
une protéine verte fluorescente (GFP, Green Fluorescent Protein) (Fig.38). Cette protéine

photosensible est synthétisée par la méduse dequorea victoria, elle absorbe la luminescence bleue
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émise par 1’aequorine et émet une fluorescence verte. Depuis, plusieurs mutants de la GFP ont été

L

M — M— ) —

produits, recouvrant une grande
partie du spectre visible (Tsien,
1998). Couplée a la FAK, la GFP ne
perturbe pas sa fonction comme en
témoigne sa localisation au niveau
des FA (manuscrit N°2). Ainsi, la

GFP permet d’étudier la localisation

et la dynamique intracellulaire de la
protéine a laquelle elle est couplée,
par exemple par récupération de
fluorescence apres
photoblanchiment (FRAP) (White
and Stelzer, 1999) ou tout

simplement en suivant le

v
509 nm

déplacement de cette fluorescence

en fonction du temps (Fig.38,

Figure 38. Bifonctionnalité de I’outil FAK-GFP étoiles 1 et 2). Ce sont ces deux
La protéine de fusion FAK-GFP peut étre utilisée en tant que  propriétés que nous avons utilisées
marqueur des FA (1) qui donne une indication sur le
dynamisme des FA au cours du temps. Elle permet aussi
d’étudier la dynamique moléculaire de la FAK au sein du FA En effet, la premiére fonction que
(2). La fléche orange bidirectionnelle représente 1’échange
qu’il existe entre les protéines photoblanchies et les protéines
cytosoliques intactes. Nous avons eu recours a une ligne laser  marqueur des FA, ou plutdt des
de 405 nm pour le photo-blanchiment (SIM Scanner).

dans notre étude.

nous avons utilisée est un simple

intégrines  agrégées, qui  se
caractérise par le ciblage de la FAK-
GFP au niveau des ces FA. L'’utilisation d’un microscope et d’une source d’illumination permet de
détecter cette FAK-GFP et de la suivre au cours du temps, donnant ainsi une indication sur sa
mobilité, son désassemblage, sa localisation ainsi que la vitesse de formation ou de désassemblage
(Giannone et al., 2004; Giannone et al., 2002; Hamadi et al., 2005; Smilenov et al., 1999a; Webb et
al., 2004) (Fig.38, étoile 1).

La deuxiéme fonction que nous avons exploitée est I’aptitude qu’a la FAK et sa forme couplée a la
GFP de « voyager » entre les compartiments cytosoliques et les compartiments FA. Cette propriété
peut étre évaluée a 1’aide de la technique de FRAP qui consiste & photoblanchir de maniére irréversible
les protéines FAK-GFP au niveau des FA ce qui permettra de visualiser 1’équilibre entre 1’association
et la dissociation des ces protéines avec les constituants du FA (Fig.38, étoile 2). La récupération de
fluorescence au cours du temps correspond au remplacement des protéines photoblanchies par des

protéines indemnes présentes dans le cytoplasme. Cette technique a permis de mettre en évidence le
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trés grand dynamisme de ces structures. Nous avons également eu recours a cette technique pour

’intégrine a5 et pour la paxilline, toutes deux couplées a la GFP.

B. OBJECTIFS DU TRAVAIL

L’objectif principal de ce travail était ainsi d’étudier le réle du treillis Mgat5/Gal-3 dans la dynamique
des adhésions focales, mais tout particuliérement :
- L’enzyme Mgat5 est-elle impliquée dans la dynamique des FA ?
- La galectine-3 est-elle capable d’influer sur le recyclage des composantes des FA ?
- Est-ce qu’une éventuelle dynamique différente entre nos différentes lignées cellulaires
(évaluée avec la FAK-GFP) existe aussi pour d’autres constituants des FA ?
- Quelle est I’implication de la cavéoline-1 dans ces phénomeénes ?
- Est-il possible de restaurer un éventuel dynamisme déficient dans les cellules Mgat5-/- par la
réintroduction de la cavéoline-1 ?
- Quel est le role joué par la phosphorylation de la cavéoline-1 dans la dynamique des adhésions
focales ?
- 87l existe une dynamique différentielle régulée par le treillis Mgat5/Gal-3 ou pY14Cavl,
peut-elle étre corrélée 4 une différence dans le désassemblage des points focaux et dans la

migration cellulaire ?

C. PRINCIPAUX RESULTATS

L’expression de Mgat5 régule a la fois la maturation des FA, l’activation de FAK (via sa
phosphorylation sur son résidu Tyr-397) et la dynamique de FAK-GFP, qui se révéle plus lente. Cette
observation est valable également pour la paxilline-GFP et pour I’intégrine a.5-GFP. A I’inverse, leurs
composantes cytosoliques présentent la méme dynamique.

Alors que le traitement des cellules Mgat5+/+ a I’aide de la galectine-3 n’a aucun effet, la déplétion de
la galectine-3 (par siRNA) accélére considérablement la dynamique de la FAK-GFP. Celle-ci est
similaire aux cellules Mgat5-/- mais aussi aux cellules Mgat5+/+ traitées avec la swainsonine et le
lactose.

Par ailleurs, les cellules Mgat5-/- présentent une déficience dans 1’expression et la phosphorylation de
Cav-1 et la dynamique de la FAK-GFP ne peut pas étre restaurée par 1’introduction de Cav-1. A
I’inverse, ’introduction d’une forme mutée de la cavéoline-1 (CavY 14F-mRFP), ainsi que la déplétion
de Cav-1 (par siRNA), dans les cellules Mgat5+/+ produit un phénotype similaire aux cellules Mgat5-
/-.

L’influence positive de pY14Cavl sur la dynamique des FA n’a lieu qu’en présence du treillis
Mgat5/Gal-3 et implique la phosphorylation du résidu Tyr-14. L’expression du treillis Mgat5/gal-3 et
de pY14Cav-1 est essentielle a la maturation des FA.
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L’expression de Cav-1, mais pas de sa forme mutée, dans la lignée MDA-435 de carcinomes
mammaires humains (qui exprime des taux trés faibles de Cav-1) stabilise ’échange de la FAK-GFP,

ce qui stimule le désassemblage des FA et favorise la migration cellulaire.
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D. MANUSCRIT N°2

Concerted‘regulation of focal adhesion dynamics by galectin-3 and tyrosine phosphorylated
caveolin-1

(Journal of Cell biology — En révision)
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ABSTRACT

The functional significance of the localization of tyrosine(Y14) phosphorylated
caveolin-1 to focal adhesions has yet to be determined. Galectin-3 binding to Mgat5-modified
N-glycans stimulates FAK phosphorylation, integrin activation and fibronectin matrix
remodelling and is shown here, together with phospho-caveolin-1, to stabilize FAK, paxillin
and oS-integrin within focal adhesions, thereby promoting focal adhesion maturation.
Regulation of FAK exchange in focal adhesions by galectin-3 requires phospho-caveolin-1
while restoring phospho-caveolin-1 expression in cells lacking the Mgat5/galectin lattice has
no effect on FAK molecular dynamics. In the human MDA-435 breast cancer cell line that
expresses low endogenous levels of caveolin-1, expression of caveolin-1, but not mutant
Y 14F- caveolin-1, stabilizes FAK exchange and stimulates focal adhesion displacement and
cellular movement. Integrin activation by the Mgat5/galectin-3 lattice and recruitment of
phospho-caveolin-1 therefore stabilizes FAK and other focal adhesion components and
thereby regulates focal adhesion turnover. Our data identifies novel transmembrane crosstalk
between the galectin lattice and phospho-caveolin-1 that regulates focal adhesion dynamics
and tumor cell migration.
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INTRODUCTION

Optimal cell migration requires spatiotemporal feedback between actomyosin
contraction, actin polymerization and continuous formation and disassembly of adhesions
(Gupton and Waterman-Storer, 2006). Focal adhesions, via integrin aggregation, mediate
interaction between the extracellular matrix (ECM) and cytoskeletal proteins (Burridge and
Fath, 1989). Tyrosine kinase signalling and local proteolysis are critical regulators of the
dynamic recruitment of focal adhesion components and regulate leading edge activity (Franco
et al., 2004; Webb et al., 2004). Integrin binding to ECM and clustering of integrins induces
autophosphorylation (Tyr397) of focal adhesion kinase (FAK), the major kinase implicated in
focal adhesion signalling, generating a high-affinity binding site for SH2-containing proteins
such as Src family kinases, PI3K, Grb7 and phospholipase Cy (Mitra and Schlaepfer, 2006).

Caveolins are integral membrane proteins involved in formation of caveolae, omega-
shaped invaginations involved in signal transduction and vesicular transport processes (Parton
and Simons, 2007). Caveolin-1 (Cavl; the caveolin family includes Cav2 and muscle specific
Cav3) was initially identified as a tyrosine phosphorylated Src kinase substrate (Glenney and
Zokas, 1989). Less than 1% of total cellular Cavl is phosphorylated on tyrosine-14 and it is
virtually absent from caveolae (del Pozo et al., 2005). A phosphospecific monoclonal
antibody against tyrosine 14-phosphorylated Cavl (pY14Cavl) localizes it to focal adhesions
where it generates a docking site for SH2-domain containing proteins such as Grb7 (Lee et
al., 2000) and the C-terminal Src kinase Csk that downregulates Src activity via
phosphorylation (Cao et al., 2002). Cavl and caveolae locate to the rear of migrating cells
where they are associated with local calcium signalling (Isshiki et al., 2002a) whereas
pY14Cavl is mainly associated with FAK, Bl-integrin and phospho-paxillin at the leading
edge (Beardsley et al., 2005; Parat et al., 2003). Cavl depletion results in loss of focal
adhesion sites and adhesion (Wei et al., 1999b) as well as of cell polarization and directional
cell movement (Beardsley et al., 2005). While the role of Cavl in the biogenesis of caveolae
is well-established, pY 14Cav1 function in focal adhesions remains elusive.

Cavl functions as a membrane adaptor that, upon integrin ligation in FAs, promotes
integrin signaling through Src kinase and FAK and links Fyn kinase to Shc/Grb2/SOC/Rac
activation and progression through G1 phase of the cell cycle (Mettouchi et al., 2001; Wary et
al.,, 1998; Wei et al, 1999b). Integrin activation appears to be essential for Cavl
phosphorylation as pl-integrin blocking antibodies inhibit shear stress-induced Cavl
phosphorylation and actin reorganization in bovine aortic endothelial cells (Radel and Rizzo,
2005). Relocalization of pY14Cavl from focal adhesions to caveolae induces the raft-
dependent internalization of Erk, PI3K and Rac from the plasma membrane upon cellular
detachment (del Pozo et al., 2004; del Pozo et al., 2005). Focal adhesions have recently been
shown to express highly ordered Cav1-dependent membrane organization (Gaus et al., 2006).
Defects in cytoskeletal organization, focal adhesion architecture, polarization and directional
cell migration of Cavl deficient fibroblasts could be rescued by reintroducing a wild-type
form of Cavl but not its Y14F mutant form (Grande-Garcia et al., 2007). However, it has yet
to be demonstrated that pY14Cavl recruitment impacts on focal adhesion behaviour and
dynamics.

Recently, we showed that galectin-binding to Mgat5-modified N-glycans regulates
fibronectin (FN) matrix remodelling and cell spreading and motility in a mammary epithelial
tumor cell model (Lagana et al., 2006). Galectin-3 (Gal-3) stimulated FAK and PI3K
activation, increased F-actin turnover, and enhanced integrin activation and recruitment to
elongated fibrillar adhesions. Mgat5™ cells are deficient for focal adhesions and actin stress
fibres (Granovsky et al., 2000; Lagana et al., 2006) and they also express reduced levels of
Cavl (Lajoie et al., 2007). This led us to study the role of the Mgat5/Gal-3 lattice and Cavl
phosphorylation in focal adhesion dynamics in these cells. Using mammary carcinoma cell
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lines differentially expressing Mgat5 and Cavl, we show that Cav1 tyrosine phosphorylation,
in concert with the Mgat5/Gal-3 lattice, regulates focal adhesion dynamics. The recruitment
of FAK to immobile FA-associated domains by the Mgat5/Gal-3 lattice was dependent on
expression of tyrosine phosphorylated Cavl. Conversely, expression of the Mgat5/Gal-3
lattice was required for pY 14Cav1 to rescue deficient focal adhesion dynamics. This suggests
that Gal-3 mediated activation of integrins recruits tyrosine phosphorylated Cavl thereby
stabilizing FAK in focal adhesion domains, promoting focal adhesion disassembly and
formation and stimulating cellular displacement and motility.
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RESULTS
Deficient focal adhesion maturation in MgatS'/' cells.

Mgat5” cells show reduced motility, actin stress fibers and focal adhesions relative to
Mgat5™* cells or MgatS'/' cells rescued by infection with an MgatS retroviral vector (Rescue
cells) (Lagana et al., 2006; Partridge et al., 2004b). Indeed, in contrast to the polarized
morphology, actin stress fibres and well-developed focal adhesions of Mgat5™" cells, Mgat5™
cells present a predominantly cytosolic distribution of vinculin as well as a non-polarized
rounded shape with an actin cytoskeleton composed of cortical actin ring structures (Fig. 1A).
Immunofluorescence and western blot analysis with anti-phospho-FAK-Y397 antibodies
revealed that FAK is poorly phosphorylated in Mgat5” cells compared to Mgat5™* and
Rescue cells (Fig. 1A,B).

pY14Cavl is localized to focal adhesions where it has been proposed to regulate
growth and tumor suppression by mediating integrin-regulated membrane domain
internalization (del Pozo et al., 2005). Cavl and caveolae expression are reduced in Mgat5™”
cells and restored in Rescue cells (Lajoie et al., 2007). Reduced Cavl expression in Mgat5™
cells is associated with a reduction of pY14Cavl to very low, indeed undetectable, levels that
are restored in Rescue cells (Fig. 1A,B). As previously observed SBeardsley et al., 2005; Parat
et al., 2003), Cavl is localized to the rear of migrating Mgat5"" and Rescue cells whereas
labelling with anti-pY 14Cav1 antibodies was found mainly in focal adhesions located at the
opposing, leading edge (Fig. 1A). In contrast, neither Cavl nor pY14Cavl were polarized in
the poorly migrating Mgat5” cells (Fig. 1A). '

Mgat5 generates preferred ligands for Gal-3 and Gal-3 expression remains almost
equal between the 3 cell lines with a slight increase in Rescue cells (Fig.1B). Binding of Gal-3
stimulates motility, FN fibrillogenesis and fibrillar adhesions in Mgat5"* cells in a
concentration-dependent manner (Lagana et al., 2006). Similarly, Gal-3 stimulates Cavl Y14
phosphorylation in Mgat5"* cells with a similar concentration dependence (Fig. 1C) to that
previously reported for both FN fibrillogenesis and cell motility (Lagana et al., 2006).

To determine whether the various defects observed in Mgat5” cells were related to
altered focal adhesion dynamics, we performed FRAP analysis on FAK-GFP transfected cells
(Fig. 2). Due to the molecular and functional heterogeneity of integrin-mediated adhesion
sites, we studied only peripheral FAs. Although half-time of recovery of FAK-GFP was not
significantly affected between those three cell lines, a significant increase in the mobile
fraction (% of recovery) was noted in MgatS'/ " cells compared to Mgat5+/+ and Rescue cells
(Fig. 2A,B). In order to ensure that differences observed in-terms of FAK-GFP mobile
fraction were not due to differences in overall diffusion of FAK-GFP in the three cell lines,
we performed FRAP analysis on non-focal adhesion associated, cytosolic FAK-GFP. No
significant variation was noted between the three cell lines that displayed a quasi-
instantaneous recovery of FAK-GFP reaching close to prebleach intensity levels (around
90%) indicative of similar, rapid diffusion of cytosolic FAK-GFP between the three cell lines
(Fig. 2B).

To verify that differences in FAK-GFP dynamics between the three cell lines were
also observed for other focal adhesion markers, we performed FRAP analysis on cells
expressing aS-integrin-GFP and paxillin-GFP (Fig. 3). Representative images of cells
transfected with oS-integrin-GFP show its distribution to smaller, less organized focal
adhesions in Mgat5™” cells, as previously observed for pl-integrin (Lagana et al, 2006). oS-
integrin recovery by FRAP analysis was slower than FAK-GFP (around 250 seconds) and
showed a significant increase in the mobile fraction (% of recovery) in Mgat5” cells
compared to Mgat5™" and Rescue cells (Fig. 3B). No significant variation was noted when
bleaching was performed on non-focal adhesion localized integrin (Fig. 3C). Similarly, FRAP
analysis of paxillin-GFP revealed an increased mobile fraction in MgatS'/' cells compared to
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Mgat5"”" and Rescue cells (Fig. 3D). Paxillin-GFP recovery also showed significant
differences in half-time of recovery that corresponded to the changes in mobile fraction.
Interestingly, Rescue cells, that show enhanced FN fibrillogenesis relative to Mgat5™" cells
(Lagana et al., 2006), also showed significantly increased stability of FA-associated paxillin
but not a5-integrin (Fig. 3) or FAK (Fig. 2B).
Expression of the Mgat5/galectin lattice regulates FAK dynamics

Treatment of Mgat5"* cells with B-lactose, a competitive inhibitor of galectin binding,
but not control sucrose, or with swainsonine (SW), an a-mannosidase II inhibitor that blocks
N-glycan branching, increased the mobile fraction of FAK-GFP compared to untreated
Mgat5™"" cells (Fig. 4A,B). Expression of the Mgat5/galectin lattice therefore recruits FAK to
immobile focal adhesion domains. Gal-3 stimulation (1pg/ml) of Mgat5** promotes integrin
activation, F-actin turnover, fibrillar adhesion extension and FN fibrillogenesis (Lagana et al.,
2006). However, addition of Gal-3 did not affect FAK recruitment to a mobile focal adhesion
fraction (Fig. 4B) suggesting that endogenous expression levels of Gal-3 are sufficient to
recruit FAK-GFP to immobile focal adhesion domains. Gal-3 siRNA significantly knocked-
down endogenous Gal-3 levels in Mgat5™ cells after 48h of transfection, as assessed by both
western-blot and immunofluorescence but affected neither Cavl tyrosine phosphorylation nor
Cavl expression levels (Fig. 4C,D) and only slightly reduced Mgat5+/+ cell migration (Fig.
4E). However, upon Gal-3 knockdown, we observed a significant increase in FAK-GFP
mobile fraction (Fig. 4F), equivalent to that observed in SW- and B-lactose-treated Mgat5+/+
cells (Fig. 4A,B). Galectin-mediated cross-linking of glycosylated focal adhesion components
is therefore associated with FAK stability within focal adhesion domains.
Cavl1 tyrosine phosphorylation regulates molecular dynamics of FAK

Cavl depletion has been shown to reduce focal adhesion sites and cellular adhesion
(Wei et al., 1999b). In Mgat5+/+ cells, transfection of Cavl siRNA reduced Cavl expression
by >70% as monitored by quantitative immunofluorescence and western blot (Fig. 5A,B).
FRAP analysis of Cavl siRNA transfected Mgat5™" cells revealed that Cavl depletion
significantly increased the mobile fraction of FAK-GFP compared to CTL siRNA and non-
transfected cells (Fig. 5C). Similarly, cotransfection of Mgat5™" cells with FAK-GFP and
Cav1Y14F-mRFP significantly increased the mobile fraction of FAK-GFP compared to cells
cotransfected with FAK-GFP and Cavl-mRFP (Fig. 5D). This suggests that CavlY14F-
mRFP acts as a dominant negative and implicates Cavl tyrosine phosphorylation in the
regulation of FAK-GFP dynamics in Mgat5™" cells.

The extent of FAK-GFP recovery in Mgat5™ cells transfected with either Cavl
siRNA or CavlY14F was similar to that observed in Mgat5'/' cells (Fig. 2B). This suggested
that Cavl depletion in Mgat5™" cells may be responsible for the defects in FAK dynamics
observed in Mgat5™" cells. We therefore cotransfected Mgat5™ cells with FAK-GFP and either
Cavl-mRFP or CavlY14F-mRFP. As seen in Fig. 5E, neither construct affected the FAK-
GFP mobile fraction in Mgat5™ cells. In addition, B1-integrin remained poorly localized to
focal adhesions and distributed all over the plasma membrane in Mgat5'/' cells following
overexpression of Cavl (data not shown). Reduction of Cavl levels is therefore not the sole
determinant of deficient focal adhesion dynamics and expression in Mgat5'/ “cells.
Reduced FAK exchange requires expression of both the Mgat5/Gal-3 lattice and
pY14Cavl

Cell lines established from larger PyMT Mgat5” tumors that escape the constraints
imposed by Mgat5 deficiency, called Mgat5”7 ¢ present reduced Cavl expression and
restored EGF signaling. Stable infection of Mgat5"=5¢ cells with an Mgat5 retroviral
expression vector generated the ESC-Rescue cell line, that presents restored B1-6-branched
N-glycan expression but not Cavl expression, indicative of genetic disruption of Cavl gene
expression in Mgat5'/'ESC cells (Lajoie et al., 2007). These cells express L-PHA reactive B1-6
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branched glycoproteins and maintain expression of Gal-3 (Fig. 6A) and therefore provide a
model for the study of the role of the Mgat5/galectin lattice independently of Cavl
expression.

As in Mgat5™ cells, Mgat57"ESC and ESC-Rescue cells present limited expression of
actin stress fibres and peripheral focal adhesions (Fig. 6B). In contrast to the restored motility
of Cavl-expressing Rescue cells (Granovsky et al., 2000; Lagana et al., 2006), both MgatS'/'
ESC and ESC-Rescue cells present a dramatic inhibition of motile ability (Fi%. 6C). FRAP
analysis of FAK-GFP and paxillin-GFP in focal adhesions revealed that Mgat5™ =5 and ESC-
Rescue cells exhibited a similar higher mobile fraction for these two focal adhesion markers
than Mgat5™ cells (Fi)gE. 6D,E), as observed for Mgat5™ cells. Half-time of recovery of
paxillin-GFP in Mgat5" =€ and ESC-Rescue cells was significantly faster than in Mgat5™"
cells (Fig. 6E). Restoration of the MgatS5/galectin lattice is not sufficient to promote focal
adhesion maturation.

We then cotransfected Mgat5” "€ and ESC-Rescue cells with FAK-GFP and either
Cavl-mRFP or Cav1Y14F-mRFP and performed FRAP analysis of FAK-GFP. As observed
for Mgat5" cells gFig. S5E), neither Cavl-mRFP nor CavlY14F-mRFP affected FAK
dynamics in Mgat57 55 cells (Fig. 7A). However, Cavl-mRFP, but not CavlY 14F-mRFP,
was able to restore FAK dynamics in ESC-Rescue cells (Fig. 7B). Expression of Mgat5/Gal-3
lattice is therefore required for Cav1 rescue of FAK dynamics.

Cavl was originally described as the major tyrosine phosphorylated target of Src
kinase in v-Src transformed cell lines (Glenney and Zokas, 1989). To assess whether Src-
dependent phosphorylation of Cavl was required for stabilization of FAK exchange, we
transfected ESC-Rescue cells with FAK-GFP alone or with FAK-GFP and Cavl-mRFP and
then treated them with PP2, a well-known inhibitor of Src family kinases that inhibits Cavl
phosphorylation. PP2 treatment of ESC-Rescue cells transfected with FAK-GFP alone did not
affect FAK-GFP exchange rates but significantly enhanced the rate of FAK-GFP exchange in
cells cotransfected with Cav1-mRFP (Fig. 7C). Phosphorylation on tyrosine 14, and not just
the tyrosine 14 residue itself, is therefore responsible for Cavl-dependent stabilization of
FAK in ESC-Rescue cells.
pY14Cavl regulates focal adhesion turnover in MDA-435 breast carcinoma cells

MDA-435 human breast cancer cells express low levels of Cavl and few caveolae
(Kojic et al., 2007). Wild-type myc-tagged Cavl-mRFP, but not mutant myc-tagged
Cav1Y14F-mRFP, transfected in MDA-435 cells was tyrosine phosphorylated (Fig. 8A). In
FAK-GFP transfected MDA-435 cells, the mobile fraction of focal adhesion localized FAK-
GFP was high (Fig. 8B,C). Cotransfection of MDA-435 with FAK-GFP and Cav1-mRFP, but
not CavlY14F-mRFP, significantly decreased the mobile fraction of FAK without, however,
affecting its half-time of recovery (Fig. 8B,C). PP2 treatment of MDA-435 cells transfected

~with Cavl-mRFP, but not CavlY14F-mRFP or untransfected cells, significantly increased
FAK-GFP mobile fraction levels (Fig. 8D). Phosphorylation of Cavl at Y14 is therefore
essential for FAK stabilization in focal adhesions in MDA-435 cells.

To determine whether the extent of FAK exchange between focal adhesion and
cytosolic pools, as measured by FRAP analysis, impacts on focal adhesion disassembly and
formation, we tracked focal adhesions in MDA-435 cells transfected with FAK-GFP alone or
cotransfected with FAK-GFP and either Cavl-mRFP or Cavl Y14F-mRFP (Fig. 9A). Time-
lapse images were acquired every 30 seconds for half an hour. In Cavl-mRFP transfected
cells, multiple focal adhesions underwent disassembly in retractile areas of the cell (Fig. 9 B,
red arrows; Video 1) and protrusive areas contained newly formed focal adhesions (Fig. 9 B,
green arrows; Video 1). In contrast, non-transfected and Cav1Y14F-mRFP transfected cells
exhibit reduced retractile areas and only few disassembled focal adhesions (Fig. 9B),
corresponding to the limited displacement of the cells (Video 2 and 3). Quantification
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revealed that the percentage of disassembled and newly formed focal adhesions over thirty
minutes is significantly higher in cells transfected with Cavl-mRFP compared to mostly
stable focal adhesions of non-transfected and CavlY 14F-mRFP transfected cells (Fig. 9C).

Increased focal adhesion dynamics in Cavl-mRFP transfected cells corresponded to
increased cellular retraction and protrusion (Fig. 9B,D). While cell area did not significantly
change over the 30 minute time period, MDA-435 cells transfected with Cavl-mRFP
presented an approximate 8-fold increase in new protrusive areas and a 2.5 fold increase in
retractile areas relative to untransfected and CavY14F-mRFP transfected cells (Fig. 9 D).
Together, those observations suggest that higher levels of focal adhesion disassembly and
formation observed in Cavl-mRFP transfected cells are associated with increased motile
activity.

DISCUSSION
Tyrosine phosphorylated Cavl regulates focal adhesion dynamics

Gal-3 binding to Mgat5-modified N-glycans induces FN fibrillogenesis and cell
motility via activation of aSPl-integrin (Lagana et al., 2006). Here, we show that the
Mgat5/galectin lattice regulates focal adhesion dynamics and that this activity is dependent on
expression of tyrosine phosphorylated Cavl. Gal-3 and pY14Cavl act in concert to increase
the immobile fraction of FAK, paxillin and a5-integrin in FAs, consistent with the formation
of a stable membrane domain within focal adhesions (Gaus et al., 2006). Gal-3-mediated
integrin activation therefore acts through pY14Cavl to induce focal adhesion membrane
organization that restricts FAK exchange and enables focal adhesion maturation and
dynamics.

The shorter half-time of recovery and higher mobile fraction reported here for FAK
and other focal adhesion components in the absence of Mgat5, Gal-3 or pY14Cavl is similar
to that reported for FAK lacking its kinase domain (FRNK) or its autophosphorylation site
(FAKY397) and correlates with reduced focal adhesion disassembly (Giannone et al., 2004;
Hamadi et al.,, 2005). FAK-Y397 phosphorylation is a downstream response to integrin
clustering and activation (Mitra and Schlaepfer, 2006) and is essential for focal adhesion
disassembly (Giannone et al., 2004; Hamadi et al., 2005; Webb et al., 2004). It represents a
high-affinity binding site for the Src-homology 2 (SH2) domain of Src leading to formation of
a transient FAK-Src signalling complex that further phosphorylates FAK (Y576, Y577, Y861,
Y925) recruiting adaptor proteins such as pl30Cas, paxillin and Crk promoting focal
adhesion dynamics and tumor cell motility (Mitra and Schlaepfer, 2006). The ability of
pY14Cavl to regulate FAK exchange implicates it in the establishment of focal adhesion
domains that regulate FAK-Src signaling. pY14Cavl has been shown to recruit Csk,
inhibiting Src activity and leading to a p190RhoGAP-dependent increase in RhoGTP levels
(Grande-Garcia et al., 2007). Indeed, Cavl” MEFs present reduced focal adhesion turnover,
defects in polarized spreading and reduced mobility (Grande-Garcia et al., 2007) that is
consistent with the pY14Cavl-dependent focal adhesion turnover that we report here.
Increased focal adhesion turnover and protrusive activity in MDA-435 tumor cells upon
expression of Cavl but not Cav1Y14F further argues that Cavl expression is associated with
tumor cell migration,

Cavl is a well-recognized scaffolding protein that interacts with Shp2 and other
phosphatases including PTP-1B (Caselli et al., 2002a; Caselli et al., 2001; Lee et al., 2006)
Similarly to the pY 14Cavl-dependent focal adhesion turnover that we describe here, absence
of Shp2 phosphatase activity results in a spreading defect due to hyperphosphorylation of
FAK and decreased adhesion site dynamics (von Wichert et al.,, 2003). PTP-1B interacts
closely with pCavY 14, promotes integrin-mediated responses by activating Src kinase (Lee et
al., 2006; Liang et al., 2005a) and, through dynamics extensions of the ER, contributes to
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maturation of cell-matrix adhesions (Hemandez et al, 2006). By sequestering Csk and
recruiting Shp2 and PTP-1B, pY14Cavl recruitment to focal adhesions may promote the Rho
GTPase activation and focal adhesion maturation that is essential for cell spreading and
motility. .

Using the fluorescent probe Laurdan that labels ordered membrane domains, the focal
adhesion membrane has been shown to be highly ordered and in fact better ordered than
caveolae and cholesterol-dependent raft domains (Gaus et al.,, 2006). focal adhesion
membrane order was reduced in Cavl” MEFs and more efficiently restored in cells
transfected with wild-type Cavl than in cells transfected with pCavlY14F suggesting that
pY14Cavl recruitment to focal adhesions regulates the order and structure of these cellular
domains. The demonstration here that pY 14Cav1 reduces the availability of FAK within focal
adhesions for dynamic exchange is consistent with its ability to promote membrane order
within focal adhesions (Gaus et al., 2006). It further argues that regulation of membrane order
within focal adhesions by pY14Cavl might regulate the behaviour and dynamics of focal
adhesion components, including FAK.

Interdependence of the galectin lattice and pY14Cavl on focal adhesion dynamics in
tumor cells

Expression of the Mgat5/Gal-3 lattice is required for pY14Cavl to impact on focal
adhesion dynamics. Indeed, no signiﬁcant differences in FAK-GFP recovery rates were
observed in Mgat5™ and Mgat5™”E5C cells transfected with either Cavl or CavY14F-mRFP
(Fig. 7). Gal-3 crosslinks glycoproteins to form molecular lattices (Ahmad et al., 2004;
Nieminen et al., 2007a) and shows affinity for N-glycans in proportion to GIcNAc-branching
(Hirabayashi et al., 2002). Gal-3 mediated clustering of Mgat5-modified N-glycans stimulates
integrin activation and phosphorylation of FAKY397 (Lagana et al., 2006). Interestingly, cell
surface clustering of GalT, that exhibits a similar galactose specificity to Gal-3, has also been
shown to promote FAKY397 phosphorylation and loss of focal adhesions (Wassler and Shur,
2000). FRAP analysis shows here that it also plays a critical role in regulating FAK molecular
dynamics.

Lateral association of integrins into clusters generates focal adhesion precursors and is
a result of a combination of various extracellular and intracellular stimuli including ligand
binding, integrin activation and actin polymerization (DeMali et al., 2003; Ginsberg et al.,
2005). Introduction of an N-glycosylation site at the interface of the I-like and the hybrid
domain of B3 integrin forces the integrin to adopt an extended conformation that results in
integrin activation and clustering and slows integrin exchange dynamics as measured by
FRAP (Cluzel et al., 2005b). Expression of the Mgat5/Gal-3 lattice also slows aS-integrin
exchange (Fig. 3) and promotes integrin organization into focal and fibrillar adhesions
(Lagana et al., 2006). This suggest that expression of the Mgat5/Gal-3 lattice generally down-
regulates the exchange dynamics of focal adhesion components that impact on focal adhesion
signalling, maturation and translocation. Gal-3-dependent integrin activation was enhanced by
addition of RGD ligand suggesting that integrin clustering promotes but may not be sufficient
for activation (Lagana et al., 2006). Indeed, clustering is not sufficient for integrin oIIbp3
mediated signaling and also requires integrin conformational changes that involve separation
of integrin transmembrane domains (Zhu et al., 2007).

Regulation of focal adhesion dynamics by the galectin lattice is however also
dependent on expression of pY14Cavl. Interdependence of focal adhesion tumover on both
extracellular Gal-3 and intracellular pY14Cavl is an elegant example of the outside-in
signaling that regulates integrin activation and cell adhesion (Luo et al., 2007). Cavl can bind
directly to integrin, recruits Src-kinase and regulates FAK phosphorylation and couples
integrin activation to Ras-ERK signaling (Chapman et al., 1999; Wary et al., 1998; Wei et al.,
1999b). Cavl phosphorylation has been observed as a consequence of integrin-mediated
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mechanotransduction following shear stress applied to endothelial cells (Radel and Rizzo,
2005) and is lost upon integrin dissociation from ligand (del Pozo et al., 2005). Our data is
consistent with a role for Gal-3-dependent integrin activation and clustering in the recruitment
of pY14Cavl and activation of Src kinases resulting in the stabilization of focal adhesion
components and promotion of focal adhesion signaling, maturation and translocation.

Addition of exogenous Gal-3 also stimulates pY14Cav] phosphorylation (Figure 1C)
however, in contrast to its ability to stimulate FN fibrillogenesis and cell motility (Lagana et
al., 2006), it does not enhance FAK dynamics in FAs. This suggests that FAK exchange is not
limiting for the formation of fibrillar adhesions and FN fibrillogenesis in Mgat5+/+ cells.
Indeed, FAK phosphorylation was identified as an early event in the fibrillogenesis response
to Gal-3 and the ability of Gal-3 to promote FN fibrillogenesis enhanced by addition of RGD
peptide (Lagana et al., 2006). Also, while Gal-3 knockdown by siRNA promotes FAK
exchange, it does not inhibit Cavl tyrosine phosphorylation nor inhibit cell motility to the
same extent as Mgat5” cells (Figure 4) or upon disruption of the MgatS5/galectin lattice by
either lactose or swainsonine treatment (Lagana et al., 2006). Gal-3 function may be
compensated for by the endogenous expression of other galectins, such as Gal-8 (Levy et al.,
2001), that also regulate cellular adhesion. This supports the idea that focal adhesion
translocation and fibronectin remodeling are complex multistep processes (Geiger et al.,
2001b). Gal-3-dependent integrin activation and pY14Cavl recruitment to focal adhesions
may be involved at various steps including but not limited to FAK exchange. Indeed, Cavl
and raft membrane domains have been shown to be involved in FN reorganization (Hocking
and Kowalski, 2002b; Sottile and Chandler, 2005a).

The galectin lattice, Cavl and tumor progression

Crosstalk between integrins and growth factor receptors regulates epithelial-
mesenchymal transition, angiogenesis, survival and tumor cell invasion by disrupting cell-cell
adhesion, inducing focal adhesion maturation and disassembly and enabling matrix
remodelling (Guo and Giancotti, 2004). Affinity for the galectin lattice will vary for different
proteins depending on the number of N-glycan chains (Lau et al., 2007a) and the lattice is
likely a highly heterogeneous domain composed of multiple and varied glycoproteins. It is
therefore tempting to speculate that recruitment to the galectin lattice promotes interaction
between growth factor receptors and integrins. Indeed, disruption of the Mgat5/Gal-3 lattice
by siRNA knockdown of Mgat5 attenuated EGF-induced FAK dephosphorylation and
activation of Shp2 and drastically inhibited tumor cell motility and invasiveness (Guo et al.,
2007a).

Recently, we showed that the recruitment to the galectin lattice restricts EGFR
diffusion and limits interaction with negative regulatory oligomerized Cavl microdomains
promoting EGFR signaling and tumor growth (Lajoie et al., 2007). This suggested that Cavl
is a conditional tumor suppressor, acting to restrict cytokine growth signaling only in the
absence of MgatS and the galectin lattice. Expression of branched N-glycans and Gal-3 are
well-known to be associated with tumor malignancy (Dennis et al., 2002). Cavl is also
associated with a poor prognosis in a number of tumor types (Savage et al., 2007b; Suzuoki et
al., 2002; Yang et al., 1999). Coexpression of the galectin lattice and Cavl in tumor cells will
therefore not only result in domain competition to limit negative regulation of cytokine
receptor signalling by Cavl but also result in their concerted action, as shown here, via
pY14Cavl, to promote focal adhesion turnover and tumor cell migration.
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MATERIALS AND METHODS
Antibodies and reagents

Bovine plasmatic FN, bovine serum albumin solution (BSA, 30%), swainsonine, B-
lactose, mouse anti-talin and mouse anti-B-actin antibodies were purchased from Sigma
(Oakville, ON, Canada). L-PHA-HRP was purchased from EY Laboratories (San Mateo,
CA). Rabbit anti-Cavl, mouse anti-myc and mouse anti-Gal-3 antibodies were purchased
from Santa Cruz (sc-894), mouse anti-pY 14Cavl1 antibodies from Transduction Laboratories,
rat anti-mouse B;-integrin (MAB1997) antibody from Chemicon (Temecula, CA), rabbit anti-
FAK-P397 and anti-FAK antibodies from Biosource International (Camarillo, CA), mouse
anti-paxillin antibodies from Calbiochem and mouse anti-ILK antibodies from Upstate
Biotechnology (NY). Monoclonal rat anti-Gal-3 antibody (TIB166) was purchased from the
American Type Culture Collection. Horseradish peroxidase (HRP)-conjugated rat, mouse and
rabbit secondary antibodies were purchased from Jackson Immunoresearch Laboratories
(West Grove, PA). Phalloidin and secondary antibodies conjugated to Alexa 488, 568, or 647
were purchased from Molecular Probes (Eugene, OR). Human recombinant Gal-3 was
produced as previously described (Gong et al., 1999).

Cell culture

Mgat5™ and Mgat5™ murine mammary tumor cells were obtained from PyMT
mammary tumors (Granovsky et al., 2000) The cell lines used herein are designated
Mgat5+/+ Mgat5 and Mgat5’ FESC Mgat5 and Mgat5 ESC cells were genetically rescued by
infection with a pMX-PIE retroviral vector for expression of murine Mgat5 selected by
growth in medium containing 1 pg/ml puromycin (Partridge et al., 2004a) and designated
Rescue and ESC-Rescue respectively. PyYMT murine mammary epithelial cells were grown in
DMEM and MDA-435 human breast carcinoma cells (ATCC) in RPMI supplemented with
non-essential amino acids, vitamins, glutamine, penicillin-streptomycin (Invitrogen) and 10%
fetal bovine serum (Immunocorp, Laval, QC, Canada) at 37°C in a humidified 5% C0,-95%
air incubator.

Immunofluorescence labeling

Cells plated on glass coverslips coated with 10 pg/ml of FN were fixed with 3%
paraformaldehyde and permeabilized with 0.1% Triton X-100 prior to washing and incubation
with phalloidin and primary and fluorescent secondary antibodies (Lagana et al., 2006). After
labeling, coverslips were mounted in CelVol (Celanese Ltd.) and imaged with the 60X or 100X
planapochromat objectives (NA 1.35) of an Olympus FV 1000 confocal microscope.
Adenoviral infection, constructs and siRNA transfection

Human Cavl-myc-mRFP was cloned into mammalian expressing pRFP-N1 placing
under CMV promoter. Tyrosine(Y)l4 in human Cavl-mRFP was mutated to
phenylalanine(F) by PCR-based overlapping extension technique (Forward primer: 5° G GGA
ATT CTA GCA TGT CTG GGG GCA AAT ACG TAG ACT CGG AGG GAC ATC TCT
TCA CC 3°, Reverse primer: 5° GGG ATC CCC AGA TCC TCT TCT GAG ATG AG 3").
Transient transfections were performed using Effectene (Qiagen). Cells infected for 48 hours
with adenovirus expressing myc-tagged Cavl under the control of the tetracycline-regulated
promoter were visualized with anti-myc antibodies (Santa Cruz, SC-40).

In order to knockdown Cavl, Mgat5+/ " cells were cultured in complete medium for 24
hours prior to the transfection with specific mouse Cavl siRNA or control siRNA using
Dharmafect 3 transfection reagent (Dharmacon). For the Gal-3 knockdown, we used the
previously described siRNA oligonucleotide sequences and protocol (Henderson et al., 2006).
Briefly, Mgat5 7 cells were transfected with the specific pool of 4 mouse Gal-3 siRNA
oligonucleotides (custom synthesized) or control siRNA wusing Lipofectamine-2000
transfection reagent following the protocol described by the supplier (Invitrogen). The sense
and antisense strands of mouse Gal-3 siRNA (where P represents phosphate) were as follows :
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Gal-3 (sequence#l), beginning at nt 502, 5-GAUGUUGCCUUCCACUUUAJTAT-3'
(sense), S'-PUAAAGUGGAAGGCAACAUCATAT-3' (antisense);
Gal-3 (sequence#2), beginning at nt 4, 5'-“GCAGACAGCUUUUCGCUUAJTAT-3' (sense),
5'-PUAAGCGAAAAGCUGUCUGCATAT-3' (antisense);
Gal-3 (sequence#3), beginning at nt 678, 5'-GGUCAACGAUGCUCACCUAJdTAT-3' (sense),
5'-P UAGGUGAGCAUCGUUGACCATAT-3' (antisense);
Gal-3 (sequence#4), beginning at nt 190, 5'-GGACAGGCUCCUCCUAGUGATAT-3' (sense),
5'-P CACUAGGAGGAGCCUGUCCATJT-3' (antisense).
Western blotting

Cell pellets from 80% confluent cultures were washed with cold PBS and resuspended
in lysis buffer (20 mM Tris-HC1 pH 7.6, 0.5% NP-40, 250 mM NaCl, 3 mM EDTA, 3 mM
EGTA containing freshly added 2 mM DTT, 0.5 mM PMSF, 1 mM sodium vanadate, 2.5 mM
sodium fluoride and 1 pM leupeptin) for 30 minutes at 4°C, pelleted at 13,000 rpm at 4°C and
the supernatant collected and stored at -80°C. Equal amounts of proteins were separated on
12% SDS-PAGE, electroblotted onto nitrocellulose, probed with L-PHA-HRP or the
indicated antibodies and HRP-conjugated secondary antibodies and revealed by enhanced
chemoluminescence.
FRAP measurements

FRAP was performed on a FV1000 Olympus confocal microscope equipped with a
60x planapochromat objective (NA 1.35; oil) and SIM scanner. Cells were plated at low
density on FN (10 pg/ml) for 24 hours in an §-well IDIBI chamber, transfected with FAK-
GFP, Paxillin-GFP or aS-integrin-GFP and experiments performed 24 hours later at 37°C.
Two pre-bleach events were acquired followed by a single bleach event using the
simultaneous and independent stimulation of the 405 line of the SIM scanner. Fluorescence
recovery was followed at 4s time intervals until the intensity reached a plateau. Fluorescence
during recovery was normalized to the pre-bleach intensity. Relative recovery rates for FAK-
GFP at focal adhesions were compared using the half-time for recovery of fluorescence
towards the asymptote. Intensity ratios in the bleached area were compared before bleaching
and after recovery to calculate mobile and immobile fractions. Graphs are representative of a
minimum of 3 independent experiments in which between 6 and 15 focal adhesions were
bleached.
Wound healing motility assay

Motility of PyYMT mammary tumor cells plated on 35-mm plastic dishes coated with
10 pg/ml of FN was assessed in serum-free medium by wound healing over 24 hours as
previously described (Lagana et al., 2006). Cell motility was quantified with ImagePro
analysis software by measuring the distance from the scrape of the 10 most motile cells for 4
fields of each condition.
focal adhesion dynamics and live cell imaging

Cells were plated at low density on FN (10 pg/ml) for 24 hours in an 8-well IDIBI
chamber, transfected with FAK-GFP and either Cavl-mRFP or CavY14F-mRFP. After 24
hours, transfected cells were identified and images of FAK-GFP acquired every 30 seconds
for 30 minutes at 37°C. focal adhesion disassembly and formation were visualized and
quantified manually as the loss or appearance of fluorescence in a selected region of interest.
Quantification of the percentage of stable (immobile), disassembled or newly formed focal
adhesions is presented as mean (+SEM) of four different experiments (n=4, 362 focal
adhesions for Cavl-mRFP, 178 for CavY14F-mRFP and 237 for FAK-GFP only). Cell
outlines were manually drawn and areas of cellular protrusion were quantified by counting
non-overlapping pixels at time 30 compared to time 0 minutes and retraction by counting non-
overlapping pixels at time 0 compared to time 30 minutes. Image analysis and quantification
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was performed using either mageJ (NIH Image software, http://rsb.info.nih.gov/ij/) or Image
Pro.
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FIGURE LEGENDS

Figure 1: Tyrosine phosphorylation of FAK and Cavl are deficient in MgatS'/' cells. (A)
Mgat5"*, Mgat5™ and Rescue cells were immunofluorescently labelled with Hoechst (blue),
Alexa568-phalloidin (red) and anti-vinculin (green) antibodies (top), Hoechst (blue) and anti-
pY397-FAK (red) antibodies (middle) or anti-Cavl (red) and anti-pY14Cavl (green)
antibodies (bottom). Bar: 20 um. (B) Cell lysates of Mgat5™", Mgat5™~ and Rescue cells were
probed by western blotting for pY397-FAK and B-actin (top), Cavl, pY14Cavl and B-actin
(middle) or Gal-3 and B-actin (bottom). C. Mgat5+/+ cells were treated with 0, 1, 2, 3 and 4
pg/ml Gal-3 for 48 hours and cell lysates probed for pY14Cavl and Cavl by western blot.
Molecular mass markers (in kDa) are indicated.

Figure 2: Increased FAK exchange in focal adhesions of Mgat5™ cells. (A) Mgat5™,
Mgat5”and Rescue cells transfected with FAK-GFP were imaged before laser bleaching of
one FA-containing region of interest (ROI; red square). A time lapse sequence (in seconds)
shows the corresponding ROI before photobleaching (prebleach), immediately after
photobleaching (bleach) and during recovery (recovery). (B) Quantification of FAK-GFP
fluorescence over time is presented for Mgat5™*, Mgat5™~ and Rescue cells in focal adhesion
(left) or non-focal adhesion (right) ROIs. Percent recovery (boxes) shows the extent of FAK-
GFP mobile fraction. *p<0.05. Bar: 20 um.

Figure 3: a5-integrin and paxillin show increased dynamic exchange in focal adhesions
of MgatS'/' cells. A. Representative images of live Mgat5+/+, Mgat5” and Rescue cells
transfected with o5-integrin-GFP are presented. Quantification of a5-integrin-GFP
fluorescence recovery following bleaching in focal adhesion (B) and non-focal adhesion (C)
ROIs over time is presented for Mgat5+/+, Mgat5™~ and Rescue cells. (D) Quantification of
FA-associated paxillin-GFP fluorescence recovery over time is presented for Mgat5™",
Mgat5”" and Rescue cells. The boxes show the percent recovery and, for paxillin, the half-
time of recovery.

Figure 4: Expression of the MgatS/galectin lattice regulates FAK dynamics. Mgat5*"*
cells were transfected with FAK-GFP and treated with either B-lactose (20mM) and sucrose
(20mM) (A) or Gal-3 (1pg/ml) and swainsonine (+SW, 1pg/ml) (B) and subjected to FRAP
analysis of FAK-GFP. Percent intensity (+ SEM) in the bleached zone of FAK-GFP durin
recovery and quantification of percentage of recovery (box) are shown (+ SEM). (C) Mgat5™"
cells were not transfected or transfected for 2 days with either control (CTL) siRNA or Gal-3
siRNA, lysed and subjected to western-blot analysis for Gal-3, pY14Cavl, Cavl and B-actin
expression. (D) Altematively, the same cells were immunofluorescently labelled with Hoechst
(blue) and mouse anti-Gal-3 (green) antibodies. Quantification of Cavl mean intensity is
shown as a bar graph for untreated (CTL, white), CTL siRNA (gray) and Gal-3 siRNA
transfected cells (black) (n=3, = SEM, *p<0.05). (E) Migration of Mgat5™" (white) and CTL
siRNA (gray) and Gal-3 siRNA (black) transfected Mgat5™* cells was determined over a 24-h
period in serum-free medium on an FN substrate (10 pg/ml) using a wound healing assay
(n=3, £ SEM, *p<0.05). (F) Percent intensity (= SEM) in the bleached zone of FAK-GFP
during recovery and percent recovery (box) are shown (n=3, + SEM, *p<0.05).

Figure 5: Cavl tyrosine phosphorylation regulates molecular dynamics of FAK. (A)
Mgat5™* cells were not transfected or transfected for 2 days with either control (CTL) siRNA
or Cav] siRNA and labelled with Hoechst and anti-Cav] antibodies. Quantification of Cavl
mean intensity relative to Alexa568-phalloidin labelled F-actin (not shown) is shown as a bar
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graph (n=3, £ SEM). (B) Cell lysates from untransfected and CTL and Cavl siRNA
transfected Mgat5™* cells were subjected to western blot analysis for Cavl and B-actin. (C)
Percent intensity (+ SEM) in the bleached zone of FAK-GFP during recovery and
quantification of percent recovery (box) are shown for Mgat5™* cells transfected with FAK-
GFP alone or with FAK-GFP and either CTL or Cavl siRNA transfected Mgat5"" cells (n=3,
+ SEM). Mgat5+/+ (D) and MgatS'/' (E) cells were cotransfected with FAK-GFP and either
Cavl-mRFP or CavlY14F-mRFP and subjected to FRAP analysis of FAK-GFP. Percent
intensity (= SEM) in the bleached zone of FAK-GFP during recovery and quantification of
percentage of recovery (box) are shown (+ SEM).

Figure 6: Focal adhesion molecular dynamics require expression of both the Mgat5/Gal-
3 lattice and pY14Cavl1 (A) Equal protein amounts of cell lysates from Mgat5™", Mgat57=5¢
and ESC-Rescue cells were blotted with L-PHA-HRP or with antibodies to Gal-3, Cavl and
B-actin and HRP-conjugated secondary antibodies. (B) Mgat5+/ *, Mgat5”E5¢ and ESC-Rescue
cells were grown on fibronectin-coated coverslips (10 pg/ml) for 48 hours and stained with
Alexa568-Phalloidin (red) and antibodies to Cavl (blue) and paxillin (green). (C) Migration
of Mgat5""" (black), Mgat57E5¢ (gray) and ESC-Rescue cells (white) was determined over a
24-h period in serum-free medium on an FN substrate (10 pg/ml) using a wound healing
assay. FRAP analysis was performed on Mgat5™" Mgat5" "¢ and ESC-Rescue cells
transfected with FAK-GFP (D) or paxillin-GFP (E). Percent recovery (box) shows the extent
of the FAK-GFP (D) and paxillin-GFP (E) mobile fraction. Half-time for recovery of
fluorescence towards the asymptote of paxillin-GFP is also presented (Box) (E).

Figure 7: pY14Cavl1 regulates FAK dynamics in Mgat5-expressing cells. FRAP analysis
was performed on Mgat5" =3¢ (A) and ESC-Rescue (B) cells transfected with FAK-GFP and
either Cav1-mRFP or CavlY 14F-mRFP. (C) ESC-Rescue cells were cotransfected with FAK-
GFP and Cavl-mRFP, treated one hour with PP2 and subjected to FRAP analysis of FAK-
GFP. Percent intensity (+ SEM) in the bleached zone of FAK-GFP during recovery and
quantification of percentage of recovery (box) are shown (n=3, + SEM).

Figure 8: pY14Cavl regulates FAK dynamics in MDA-435 human breast cancer cells.
(A) MDA-435 cells transfected with vector control (pcDNA), myc-tagged Cavl-mRFP or
Cav1Y14F-mRFP were western blotted with antibodies to Cavl, pY14Cavl, the myc epitope
tag and pB-actin. (B) FRAP analysis of FAK-GFP was performed in MDA-435 cells
transfected with FAK-GFP (FAK-GFP only) or cotransfected with FAK-GFP and either
Cavl-mRFP or CavlY14F-mRFP. A time lapse sequence (in seconds) shows the
corresponding ROI (boxed in red) before photobleaching (prebleach), immediately after
photobleaching (bleach) and during recovery (recovery). (C) for MDA-435 cells transfected
with FAK-GFP (FAK-GFP only) or cotransfected with FAK-GFP and either Cavl-mRFP or
Cavl1Y14F-mRF, percent intensity (+ SEM) in the bleached zone of FAK-GFP during
recovery and percent recovery (box) are shown (n=3, £ SEM). (D) MDA-435 cells were
cotransfected with FAK-GFP and either Cavl-mRFP or CavY14F-mRFP, treated one hour
with PP2 and subjected to FRAP analysis of FAK-GFP. Percent intensity (+ SEM) in the
bleached zone of FAK-GFP during recovery and quantification of percentage of recovery
(box) are shown (n=3, £ SEM). Bar, 20um.

Figure 9 : pY14Cavl regulates focal adhesion turnover and cellular displacement in
MDA-435 human breast cancer cells. (A) MDA-435 cells were cotransfected with FAK-
GFP and either Cav1-mRFP or CavY 14F-mRFP and imaged every 30 seconds for 30 minutes.
Representative images at time 0, 6, 12, 18, 24 and 30 min are shown (see also Supplementary
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movies 1, 2 and 3). (B) Overlay of FAK-GFP images at time 0 (red) and 30 (green) minutes
shows focal adhesion displacement over time (top) and of cell outlines shows cellular
displacement over time (bottom). Protrusive regions are indicated by green arrows and
retractile areas by red arrows. (C) Stable, disassembled and newly formed focal adhesions
were quantified as a percentage of total focal adhesions during the 30-min interval of
acquisition. (D) Retractile and protrusive cell areas over the 30-min interval of acquisition and
total cell area at 30 minutes were normalized to cell area at time 0 and displayed as a
percentage. (Mean + SEM; n=4; *p<0.05, **p<0.01 relative to FAK-GFP only). Bar, 20um.

Supplemental Videos

Supplemental Video 1: Time-lapse sequence of an MDA-435 cell expressing Cavl-mRFP
and FAK-GFP. Images of FAK-GFP were acquired at 30-sec intervals over a 30-min period
and are played at 10 frames/second. msec between frames.

Supplemental Video 2: Time-lapse sequence of a MDA-435 cell expressing both
CavlY14F-mRFP and FAK-GFP. Images of FAK-GFP were acquired at 30-sec intervals over
a 30-min period and are played at 10 frames/second.

Supplemental Video 3: Time-lapse sequence of a MDA-435 cell expressing FAK-GFP.

Images of FAK-GFP were acquired at 30-sec intervals over a 30-min period and are played at
10 frames/second.
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E. DISCUSSION

Au cours de la premiére étude (manuscrit N°1), nous avons montré que la liaison de la galectine-3 aux
protéines glycosylées par Mgat5 induisait la fibrillogenése de la FN et la motilité cellulaire par
I’activation de I’intégrine oSB1. Dans cette étude, nous montrons que l’expression du treillis
Mgat5/Gal-3 permet, de facon concertée avec pY14Cav-1, de réguler la dynamique des FA. Notre
étude est une des premieres a assigner un rdle a la phosphorylation de la cavéoline-1 au sein des FA et
confirme les résultats récents obtenus par 1’équipe du Dr Schwartz (Gaus et al., 2006). Alors que nous
avions soumis cette étude une premiére fois a Journal of Cell Biology, paraissait quelques jours plus
tard une étude menée par le Dr Del Pozo sur ’implication de la cavéoline-1 dans la polarisation
cellulaire et la migration directionnelle, suggérant un réle de signalisation joué par pY14Cav-1 dans la
maturation des FA. Cette étude paralléle a la nétre confirme nos résultats et tend a démontrer que
pCavY14-1 joue un role essentiel dans la maturation des FA. En conclusion, nous pensons que
’activation des intégrines o531 par la galectine-3 permet, a travers la phosphorylation de la cav-1,
d’orgéniser la membrane des FA, de restreindre I’échange entre les compartiments cytosoliques et
membranaires de la FAK, et ainsi de conduire a la maturation et au dynamisme des FA a I’origine de
la migration cellulaire. Je vais dans un premier temps discuter de la dichotomie de
I’immobilité/dynamisme des FA, pour aborder cette ambivalence dans notre cas. Par la suite,
j’aborderai notre principale découverte qui est le réle de pY 14Cav-1 dans la fonction des FA et mettrai
également en avant son caractére ambivalent de structure/signalisation. Enfin, je présenterai le modéle
hypothétique soulevé par les résultats de notre étude en discutant de 1’interdépendance entre le treillis
de la galectine-3 et pY14Cav-1 pour finir par une discussion sur leur rdole dans la progression

tumorale.
1. La FA, une structure immobile mais hautement dynamique

a) Le paradoxe de la FAK et des FA
Au cours de notre étude, nous avons fait usage de la technique de FRAP pour mettre en lumiére la

dynamique interne et 1’état de maturation des FA. Puis, la visualisation simple des FA et de la
variation de leur fluorescence au cours du temps a permis de corréler les résultats obtenus a des
mouvements, apparitions et disparitions qui corrélent avec le déplacement cellulaire (Fig.9, manuscrit
N°2). Ces deux méthodes mettent en lumiére la dichotomie des FA et de leur constituant, la FAK. En
effet, alors que les FA restent plus ou moins stables aul cours de leur observation prolongée (30 min),
la vitesse de recyclage de la FAK au sein du FA est, elle, trés rapide et se caractérise par une demi-vie
de I’ordre de la dizaine de secondes. Par ailleurs, plus la vitesse de recyclage et la fraction mobile de la
FAK est élevée, moins les FA seront vouées au processus de formation/désassemblage a I’origine de la

migration cellulaire (Manuscrit N°2, mais aussi (Giannone et al., 2004; Hamadi et al., 2005).
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Le caractere immobile des FA a été observé dans plusieurs cas tels que la migration de fibroblastes,
d’astrocytomes humains ou d’autres types cellulaires (Giannone et al., 2004; Hamadi et al., 2005;
Smilenov et al., 1999a; von Wichert et al., 2003; Webb et al., 2004). Cette immobilité apparente des
FA conforte la fonction structurale des FA, véritable point d’ancrage de la cellule. Leur fonction est
assurée par des protéines dont le réle structural est évident : les protéines de la MEC, les intégrines, la
taline, ’a-actinine, ’actine, la vinculine, la tensine sont les fondations de [’architecture du FA.
Cependant, les FA sont également constitués de protéines de signalisation qui interagissent étroitement
avec les protéines structurales. Or, les protéines de signalisation possédent elles-aussi cette dichotomie
structure/signalisation. Parmi elles, la FAK joue le rdle d’exemple : elle interagit directement avec les
intégrines, la taline, ’a-actinine et indirectement, via la paxilline, avec la F-actine et la vinculine
(Yamada and Geiger, 1997). Mais elle posséde aussi une activité kinase lui permettant de
phosphoryler certains substrats, et surtout une fonction adaptatrice essentielle a la signalisation des

intégrines.

b) Le dynamisme de I’échange cytosol-FA de la FAK : pourquoi ?

La formation d’un FA nécessite le recrutement de protéines faisant le lien entre le cytosquelette
d’actine et les intégrines. Pour qu’elles puissent effectuer leur fonction sans encombre, ces structures
doivent étre constamment remodelées, ce qui consiste en une dislocation ou bien un renforcement des
interactions a la base de ['ossature du FA. Or, la constitution de ces FA varie aussi bien
qualitativement, que quantitativement et hiérarchiquement, ce qui oblige ces structures
macromoléculaires 4 adopter des propriétés particuliéres leur permettant de remplir leur fonction de
transduction du signal. Parmi ces propriétés, on retrouve la faculté qu’ont ces constituants a interagir
avec plusieurs protéines et leur aptitude a sans cesse étre recyclés. Les interactions multiples et
redondantes qu’ont ces protéines (notamment la FAK, la paxilline et p130Cas) sont propices & une
dynamique rapide et donc un échange des constituants qui permettent de modifier la composition du
FA sans pour autant déstabiliser la structure du complexe multimoléculaire (ceci est reflété par la
versatilité immobilisme du FA et dynamique de la FAK). Par ailleurs, ceci suggére que les protéines
recrutées par la FAK ont également une dynamique rapide (par exemple, la paxilline qui présente
effectivement une dynamique similaire a celle de la FAK). Ainsi, I’assemblage et le désassemblage
rapide et simultané des constituants transductionnels des FA pourraient permettre une modification
rapide des propriétés de transduction des FA sans pour autant altérer leur structure. La FAK posséde
cette propriété moléculaire et constitue la base d’une fonction intégrée telle que la migration cellulaire
car elle permet une oscillation rapide des propriétés dynamiques des FA en fonction de leur
composition moléculaire. Ceci souligne aussi que la FAK, malgré ses nombreuses interactions avec

des protéines structurales, joue principalement un rdle transductionnel et non structural.
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¢) Importance de la localisation et du temps de résidence dans les FA

Mais, si elle joue principalement un rdle transductionnel, quel est ’avantage d’un ciblage dans les
FA ? La premiére explication est que ce ciblage leur permet d’avoir une localisation au niveau de leurs
cibles. Le deuxiéme avantage est plutét mécanistique. Une équipe s’est intéressée a ce phénomeéne qui
a été évalué pour deux protéines dont I’interaction génére un signal (Kholodenko et al., 2000). Deux
situations se présentent: 1) la signalisation est limitée par la diffusion des deux protéines si
Pinteraction entre les deux, aprés diffusion, forme inévitablement un complexe fonctionnel, 2) la
transduction est limitée par la réaction, si la formation du complexe nécessite un laps de temps
indispensable a la transduction du signal. Dans ce deuxiéme cas, il existe plusieurs phases
d’association/dissociation du complexe avant que celui-ci ne soit productif. Ainsi, la relocalisation de
protéines vers la membrane, au niveau d’un espace restreint, présente un avantage certain : augmenter
la concentration des partenaires transductionnels. Ainsi, la réduction de la surface de la membrane a
des domaines encore plus petits, c’est le cas des radeaux lipidiques (rafts) ou des FA, permet
d’augmenter de fagon conséquente la probabilité de rencontre des partenaires d’une voie de
transduction. Le FA apparait ainsi comme une entité idéale pour 1’élaboration d’une structure et d’un
signal & travers I’agrégation des intégrines, le recrutement de protéines structurales, adaptatrices et de
signalisation. Cette structure est particuliérement importante dans le cas d’un complexe dont la
fonctionnalité est régulée par le temps d’association entre deux protéines : le regroupement spatial des
partenaires des FA et leur temps d’association est ainsi un facteur limitant a la transduction des
signaux et a la signalisation des intégrines. Voila en quelque sorte ce que nous révélent les études de
FRAP : moduler le temps d’association de la FAK au FA permet de réguler sa fonction. Le treillis
Mgat5/Gal-3 et la présence de pY14Cavl jouent trés probablement un rdle essentiel dans ce
phénomene en augmentant 1’état d’organisation du FA.

Au cours de notre étude, nous observons principalement deux types de dynamique de la FAK-GFP. :
une dynamique rapide en cas d’absence de ’enzyme Mgat5, de la galectine-3, de la cavéoline-1 ou de
pY14Cavl ; une dynamique plus lente de la FA quand ces trois constituants sont réunis et qui
correspond & des adhésions focales matures et fonctionnelles (Fig.39). En effet, les demi-vies de
récupération de fluorescence sont plus courtes et, surtout, les fractions mobiles de la FAK-GFP sont
plus élevées en I’absence des ces trois grands axes que sont Mgat5, Gal-3 et pY14Cavl. Ces
conditions sont similaires a celles démontrées pour une FAK dont le domaine kinase fut délété
(Giannone et al., 2004) ou dont le site d’autophosphorylation Tyr-397 fut muté (Hamadi et al., 2005).
Ces deux mutations contribuent a une réduction du taux de désassemblage des FA. La fonction des FA
est controlée par ’activation de la FAK et par la variation de sa concentration au sein du FA. Ainsi, le
recrutement croissant de la FAK au niveau de la FA et 'augmentation de sa concentration sont
contrdlés par ’autophosphorylation de la FAK (Tyr-397), ’activation et le recrutement de Src qui va
engendrer une activation supérieure de FAK a travers la phosphorylation de ses autres résidus tyrosine

et une augmentation de son activité autocatalytique. Cette boucle autocatalytique, qui a pour but
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d’augmenter la concentration de la FAK au niveau du FA, peut étre contrecarrée par des processus de
protéolyse (calpaine), d’inhibition de phosphorylation ou d’activité phosphatase (Shp2). Ainsi, plus le
temps d’association de la FAK au FA est long, plus ce FA a de chance d’évoluer en FA mature. Or, le
gain de fonction de la FAK au sein du FA et son réle stimulateur dans la migration cellulaire peuvent
résulter d’une augmentation de son temps de résidence ou par une augmentation de sa concentration
au sein du FA. Dans notre cas, on observe trés souvent un effet significatif sur la fraction immobile de

la FAK-GFP au sein du FA et donc une augmentation de sa concentration.

d) Désagrégation des FA
Le désassemblage des FA est intimement reli€ a la phosphorylation sur tyrosine, notamment du résidu
Tyr-397 de la FAK (Giannone et al., 2004; Hamadi et al., 2005; Webb et al., 2004). Celle-ci permet le
recrutement de Src, la formation d’un complexe avec cette protéine. Celui-ci transphosphorylera les
autres résidus Tyr présents recrutant des protéines adaptatrices telles que pl30Cas, paxilline ou Crk et
stimulera la dynamique des FA et la motilité tumorale (Mitra and Schlaepfer, 2006). De nombreuses
phosphatases ont également été impliquées dans le désassemblage des FA et la stimulation de la
motilité cellulaire telles que PTP-PEST ou SHP-2 avec pour cible directe, la FAK (Angers-Loustau et
al., 1999; Manes et al., 1999). Le processus protéolytique a également été impliqué : le clivage de la
FAK ou de la taline par la calpaine précéde un désassemblage des FA (Franco et al., 2004). Dans notre
cas, la présence du treillis Mgat5/Gal-3 et de pY14Cav-1 peut engendrer le désassemblage des FA

(manuscrit N°2).

2. pY14Cavl, une fonction au sein du FA

Alors que la présence de pY14Cavl au sein des FA avait été faite depuis quelques années, aucune
étude ne s’était intéressée a sa fonction au sein du FA (Glenney and Zokas, 1989). Cependant, un réle
pour la cavéoline-1 dans I’agrégation des intégrines avait été suggéré (Chapman et al., 1999; Wary et
al., 1998; Wei.et al,, 1999a) et sa phosphorylation sur son résidu Tyr-14 pouvait transiter par
’activation des intégrines par un phénoméne de mécano-transduction (Radel and Rizzo, 2005). Or,
deux études récentes menées par les équipes du Dr. Schwartz et Del Pozo suggérent pour la premiere
fois un rdle pour pY14Cavl au sein du FA (Gaus et al., 2006; Grande-Garcia et al., 2007). Mais, une
fois de plus, une certaine dichotomie‘structure/signalisation fait surface. En effet, alors que la premiere
étude montre élégamment qué pYl4Cavl contribue fortement & [’organisation de domaines
membranaires, tout particuliérement au sein du FA, la seconde fait apparaitre un réle transductionnel
joué par pY14Cavl. Notre étude montre que la présence de pY 14Cavl permet de ralentir les échanges
de la FAK entre les FA et le cytosol en augmentant notamment la fraction immobile de la FAK au sein
du FA ce qui conduit a une augmentation de sa vitesse de formation/désassemblage et une promotion
de la migration tumorale. Nos résultats obtenus sur pY14Cavl permettent de concilier les deux rdles

structural et transductionnel attribué qui lui ont été attribués (Fig.39). L’étude du Dr Del Pozo a eu
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recours a des MEF déficients pour ’expression de la cavéoline-1 dont celle-ci fut restaurée soit par la
transfection d’un vecteur codant pour la forme sauvage ou la forme mutée (Y 14F) de la cavéoline-1,
conditions étroitement similaires aux ndtres (Grande-Garcia et al., 2007). Dans cette étude, ils
démontrent que le site Tyr-14, site de recrutement de la protéine Csk, inhibe 1’activité de la Src et
conduit & une augmentation des niveaux de Rho-GTP par I’intermédiaire de la pl90Rho-GAP. Cette
propriété transductionnelle de pY 14Cav1 permet ainsi 4 la cellule d’augmenter son niveau d’activation
de la GTPase Rho, avec pour répercussion directe la maturation des FA. En effet, les MEF Cav-] -/-
présentent une déficience dans la dynamique des FA, ainsi que dans la polarisation, I’étalement et la
migration directionnelle. Ces résultats sont en accord avec ceux que nous avons obtenus dans le
manuscrit N°2. Par ailleurs, tous ces mécanismes cellulaires peuvent étre restaurés dans les MEFs par
I’introduction de la forme sauvage, mais pas la mutée (Y 14F), de la cavéoline-1. Ces résultats reflétent -
nos données obtenues sur les cellules MDA-435 qui montrent que la forme sauvage, mais pas mutée
(Y14F), permet de rétablir la dynamique de la FAK-GFP, le désassemblage des FA ainsi que les
phénoménes de protrusion membranaire. Dans la méme idée d’une activité transductionnelle, la
cavéoline-1 permet de recruter des phosphatases connues pour leur fonction au sein des FA telles que
Shp-2 ou PTP-1B (Caselli et al., 2002b; Lee et al., 2006). De maniére similaire a ’effet que nous
observons sur la dynamique de la FAK et des FA en absence de pY14Cavl, ’absence de Shp-2
entraine des déficiences d’étalement dues & une hyperphosphorylation de la FAK et & une réduction de
la dynamique des composantes des FA (von Wichert et al.,, 2003). La phosphatase PTP-1B est
localisée dans le RE et a été impliquée dans la fonction des intégrines (Liang et al., 2005b), elle
interagit de maniére directe avec pY14Cavl (Lee et al,, 2006) et, par des extensions du RE, se
retrouve dans les FA ou elles contribuent a leur maturation (Hernandez et al., 2006). Ainsi, & travers
le recrutement ou la séquestration de Csk, PTP-1B ou de Shp-2, pY14Cavl permettrait d’activer la
GTPase Rho et induirait la maturation des FA essentielle 4 1’étalement, la polarisation et la migration
cellulaire (Fig.39).

Au-dela de son rdle dans la signalisation intracellulaire, la présence de pY14Cavl au sein des FA lui
confére également une activité structurale. Dans une étude utilisant la sonde Laurdan-2 qui, par ses
propriétés biophysiques, détecte 1’état d’organisation membranaire, 1’équipe du Dr Schwartz a pu
montré que cette organisation membranaire était intimement régulée par ’agrégation des intégrines et
par la phosphorylation de Cav-1 sur son résidu Tyr-14 (Gaus et al., 2006). Par ailleurs, elle démontre
que les FA sont en fait bien plus « organisés » au niveau membranaire que les radeaux lipidiques ou
les cavéoles. L’ordre membranaire des FA est en effet réduit dans des MEF Cav-1 -/- ou des MEFs
dépourvus de cholestérol et peut étre restauré par I’introduction de la forme sauvage de la cavéoline-1,
mais une fois encore, pas par sa forme mutée (Y 14F). Ces données, ajoutées aux autres réles attribués
a la cavéoline-1, suggére que le recrutement de pY14Cavl au sein du FA permet [’agrégation des
intégrines, le recrutement du cholestérol et la favorisation de I’ordre membranaire utile 4 la maturation

des FA. Cette organisation membranaire est trés probablement & 1’origine de la baisse de la dynamique
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de la FAK-GFP, qui trouvera de nombreux sites d’attachement et d’activation au sein du FA, a
Porigine de la maturation de ce site d’adhésion. pY14Cav1 régule ainsi I’ordre membranaire des FA et
régule la dynamique de leurs composantes. Or, le treillis Mgat5/Gal-3 posséde également une activité
dans ’organisation des domaines membranaires et nous démontrons qu’il joue aussi un réle dans la

dynamique des composantes du FA.

3. Interdépendance entre le treillis MgatS/Gal-3 et pY14Cavl et modéle

Dans le but d’étudier le lien entre le treillis Mgat5/Gal-3, nous avons eu recours 2 deux lignées
cellulaires trés utiles. En effet, une seconde lignée Mgat5™ fut établie a partir de tumeurs mammaires
ayant échappé a la restriction de croissance imposée par la déficience en Mgat5 (Granovsky et al.,
2000; Lajoie, 2007; Partridge et al., 2004b), nous la nommons MgatS'/ “ESC, Lorsque nous avons vérifié
les niveaux d’expression de la cavéoline-1 dans cette lignée, nous avons observé qu’ils étaient encore
plus faibles que ceux retrouvés dans la premiére lignée Mgat5”. A partir de cette seconde lignée
Mgat5™, nous avons ajouté une cinquiéme lignée & notre modéle en réintroduisant le géne codant pour
Mgat5, la lignée ESC-Rescue. Mais, contrairement & la premiére lignée Rescue, celle-ci ne présentait
aucun rétablissement de ’expression de la cav-1 ce qui nous fournissait un modéle idéal pour I’étude
du lien entre le treillis Mgat5/Gal-3 et la cavéoline-1 (Figure 6, manuscrit N°2).

La premiére série de données suggérant une relation entre ce treillis et pY14Cavl fut obtenue aprés
réintroduction de la cav-1 dans les cellules Mgat5™. En effet, celle-ci n’avait aucun effet sur la
dynamique rapide de la FAK-GFP et n’était pas capable de restaurer la mauvaise localisation de
I’intégrine B1 observée dans ces cellules (résultats non présentés). L’effet sur I’échange de la FAK-

GFP fut similaire dans les cellules Mgat5”55¢

suggérant que la présence du treillis Mgat5/Gal-3 jouait
un role dans I’effet de pY14Cav1 sur la dynamique interne des FA. La preuve fut ensuite apportée par
I’étude des cellules ESC-Rescue, qui n’expriment pas la cavéoline-1 mais expriment le treillis, dont la
dynamique de la FAK-GFP pouvait étre ralentie par 1’expression de la forme sauvage de la cavéoline-
1 mais pas par sa forme mutée (Y14F). Ainsi, la formation d’un treillis moléculaire, & la surface
cellulaire, qui agrége les protéines glycosylées et stimule l’activation des intégrines et la
phosphorylation de la FAK (Tyr-397) (Manuscrit N°1 et 2), permettrait 4 pY 14Cavl de réguler la
dynamique de la FAK-GFP au sein du FA et de contribuer a sa maturation (Fig.39). Le treillis apparait
ainsi critique au comportement normal du FA comme en témoigne cette étude qui met en cause GalT,
une enzyme similaire & Mgat5 et qui génere des branchements reconnus par la galectine-3, dans la
phosphorylation de la FAK sur sa Tyr-397 et dans le désassemblage des FA (Wassler and Shur, 2000).
L’interdépendance entre le treillis extracellulaire Mgat5/gal-3 et pY 14Cavl, intracellulaire, et son role
dans la dynamique des FA fournit un exemple supplémentaire de la signalisation Qutside-in qui régule
I’activation des intégrines et 1’adhésion cellulaire. Ce role avait déja été suggéré pour la cavéoline lui
valant le statut de sonde mécanique (Parton and Simons, 2007; Radel and Rizzo, 2005; Wary et al.,

1998; Wei et al., 1999b). Nos résultats indiquent que la galectine-3 permet [’activation extracellulaire
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de I’intégrine a5B1 et le recrutement intracellulaire de pY14Cavl, ce qui stabilisera les composantes
du FA et permettra a la fois sa signalisation, sa maturation et sa translocation/dislocation. La galectine-
3 i,nduit également la phosphorylation de la Cav-1 a une concentration similaire a la concentration
optimale de stimulation de la fibrillogenése de la FN (1 pg/ml) (manuscrit N°1). Or, ce méme
traitement n’affecte pas la cinétique de la FAK-GFP suggérant que la vitesse de 1’échange de la FAK-
GFP n’est pas un facteur limitant a la formation des adhésions fibrillaires et, de ce fait, a la
fibrillogenése de la FN. En effet, nos études montrent que la phosphorylation de la FAK est un des
événements précoces dans le mécanisme de fibrillogenese (manuscrit N°1).

L’interaction latérale des intégrines en agrégats constitue les précurseurs des FA et résulte de
nombreux stimuli intra- et extracellulaires dont la liaison du ligand, I’activation des intégrines et la
polymérisation de I’actine. La glycosylation est essentielle 4 cette interaction latérale comme en
témoigne 1’étude suivante. L’introduction d’un site de glycosylation au sein de I’intégrine 33 la force a
adopter une conformation étendue qui ralentit le recyclage de I’intégrine mesuré par FRAP et conduit
a I’activation et I’agrégation de ’intégrine (Cluzel et al., 2005a). Nous observons la méme cinétique
lente pour l’intégrine a5 (mais également pour la paxilline) dans des conditions ou le treillis
Mgat5/gal-3 est présent suggérant qu’il sous-régule les échanges dynamiques internes des constituants
du FA et influe ainsi sur sa maturation et son dynamisme.

Les résultats que nous avons obtenus nous permettent également d’élaborer un modéle sur le role de
I'interdépendance du treillis Mgat5/Gal-3 et pY14Cavl dans la fonction du FA, dans lequel nous
incorporons aussi la double fonctionnalité de pY14Cavl. Quatre axes se démarquent de nos
données en fonction de la présence ou non du treillis et de pY14Cavl. Seule la condition ou les deux
parametres sont présents permet d’obtenir une dynamique de la FAK-GFP digne d’un FA mature

(Fig.39).
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Figure 39. Modélisation de la régulation de la maturation des FA par I’action
concertée du treillis MgatS/Gal-3 et de pY14Cavl

L’encadré rouge met en évidence la double fonctionnalité signalisation/structure de
pY14Cavl (dans ou en-dehors des FA), la présence du treillis Mgat5/Gal-3 et son
role dans I’agrégation des intégrines, 1’organisation de la membrane au niveau des
FA et le ralentissement des échanges FA-cytosol de la FAK-GFP qui conduisent 2 la
maturation du FA. Les lignées cellulaires et conditions a 1’origine de ce schéma sont
présentées en gris dans le coin gauche (bas) de chaque encadré.
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4. Le treillis Mgat5/Gal-3, pY14Cavl et la progression tumorale

L’interaction entre les intégrines et les récepteurs aux facteurs de croissance est essentielle a la
progression tumorale (Guo and Giancotti, 2004). On retrouve notamment cette interaction dans la
destruction des contacts cellule-cellule & ’origine de la migration de cellules épithéliales devenues
tumorales (Avizienyte et al.,, 2002), les intégrines avp6 et avp8 peuvent également contribuer a
’activation du facteur TGF-B et ainsi permettre la transition EMT (Mu et al., 2002; Munger et al.,
1999). La FAK semble étre capable d’intégrer des signaux pro-migratoires provenant des intégrines
mais surtout de leur action concertée avec les récepteurs aux facteurs de croissance : par exemple, a la
fois ’EGF et le PDGF nécessite FAK pour s’associer 4 leur récepteur respectif et aux intégrines au
sein d’adhésions focales (Sieg et al., 2000). Par ailleurs, les voies de la MAPK (mitogen-activated
protein kinase), de I’Erk (Extracellular signal-regulated kinase) et de la JNK (Jun amino-terminal
kinase) contribuent a la migration tumorale en phosphorylant de nombreuses protéines du
cytosquelette et en facilitant la transcription de génes impliqués dans les phénoménes migratoires
(Guo and Giancotti, 2004). Une observation intéressante est que les cellules tumorales sont capables
de surexprimer des intégrines qui coopérent avec les récepteurs aux facteurs de croissance dans le but
de promouvoir la progression tumorale alors qu’elles ont tendance & perdre I’expression des intégrines
qui menent a ’effet opposé. C’est le cas notamment pour I’intégrine a6B4 qui se lie & ’EGFR,
Erb2/Neu et au récepteur c-Met dont I’activation permet la phosphorylation de la sous-unité 4,
augmentant du méme coup la migration de cellules épithéliales et I’invasion de carcinomes (Trusolino
et al., 2001). Une action jointe entre les récepteurs aux facteurs de croissance et les intégrines a
également été observée dans les phénoménes d’angiogenése. Alors que le VEGF et le bFGF sont
capables de faciliter ’activation de certaines intégrines impliquées dans 1’angiogenése, certains
inhibiteurs de I’angiogenése bloquent I’activation des intégrines. C’est le cas de I’intégrine o531 dont
’activité peut étre bloquée par I’endostatine, un fragment provenant du collagene XVIII (Rehn et al.,
2001). Ces quelques exemples montrent ainsi 1’importance de la signalisation conjointe entre les
récepteurs aux facteurs de croissance et les intégrines dans la progression tumorale.

L’interaction de la galectine-3 avec les branchements N-glycosylés est de faible affinité, elle est
spécifique 4 certains branchements mais ne 1’est pas pour des protéines. Ainsi, la formation d’un
treillis 4 la surface cellulaire se fera indépendamment de la protéine. Cependant, I’affinité de la
galectine-3 dépend de la complexité du branchement (Hirabayashi et al., 2002; Lau et al., 2007b). Or,
certaines protéines portent des branchements blus ou moins complexes et sont ainsi plus ou moins
prédisposés a une interaction forte au sein du treillis (Lau et al., 2007b). Cette propriété aura pour
conséquence de former des treillis a la surface cellulaire composés de protéines multiples et variées a
’origine de domaines membranaires fortement hétérogéne. Les résultats obtenus par notre laboratoire
et celui de notre collaborateur nous aménent ainsi a suggérer que le treillis Mgat5/Gal-3 est fortement

impliqué dans la signalisation concertée entre intégrines et récepteurs aux facteurs de croissance. Tout
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récemment d’ailleurs, une étude a pu montré que la destruction de ce treillis, & 1’aide d’une
transfection d’oligonucléotides interférents dirigés contre Mgat5, permettait d’entraver les effets
bénéfiques obtenus par la stimulation 3 I’EGF sur 1’activité de FAK et de Shp2, inhibant de fagon
drastique la motilité et ’invasivité tumorale (Guo et al., 2007b). Ceci confirme notre hypothése sur
I’implication du treillis Mgat5/Gal-3 dans la signalisation croisée des intégrines et des cytokines.

Récemment, nous avons pu montré que le recrutement du récepteur EGFR au sein du treillis
Mgat5/Gal-3 avait pour effet de restreindre sa diffusion et de limiter son interaction avec les domaines
cavéolaires : le résultat est une favorisation de la signalisation de I’EGFR et de la croissance tumorale
(Lajoie, 2007; Partridge et al., 2004b). Dans cette étude, la cavéoline-1 agit tel un suppresseur de
tumeurs en inhibant la croissance tumorale dans le seul cas ou le treillis Mgat5/Gal-3 est absent, un
phénomene qui engage la cavéoline-1 au sein des cavéoles. Or, la présence de la cavéoline-1 est un
critére de mauvais pronostic dans de nombreux types tumoraux (Savage et al., 2007a; Suzuoki et al.,
2002). Notre étude montre que la cavéoline-1 et le treillis Mgat5/Gal-3, en plus d’entrer en
compétition dans le but de limiter la sous-régulation de la signalisation par les facteurs de croissance,
agissent également de maniére concertée, a travers pYl4Cavl, dans le but de promouvoir la

dynamique des FA et la migration tumorale.
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IV. TROISIEME PARTIE : PHOSPHORYLATION DE LA CAVEOLINE-1 ET DYNAMIQUE DES POINTS

FOCAUX DANS DIVERS LIGNEES TUMORALES

A. INTRODUCTION

Dans le manuscrit N°2, nous avons démontré que la présence de pY 14Cav-1 avait pour rdle de réguler
les échanges FA-cytosol de la FAK et ainsi de permettre la maturation des FA. Les questions qui ont
tout naturellement été soulevées par ce travail sont les suivantes :

- Est-ce que la régulation de la dynamique intramoléculaire des FA par pY14Cav-1 est un

mécanisme général que I’on peut retrouver dans d’autres modéles tumoraux ?
-. Quelle est la voie de signalisation régulant ce phénomeéne et quel est son impact sur la motilité
cellulaire ?

Ces deux points sont particuliérement importants car ils conduisent a une extrapolation. En effet,
toutes les études destinées a corréler l’expréssion de la cavéoline-1 4 un stade du développement
tumoral se sont toujours attachées a n’étudier que la cavéoline-| sans prendre en considération son état
de phosphorylation (Williams and Lisanti, 2005). Or, comme nous avons pu le voir au cours de
I’introduction et du manuscrit N°2, celui-ci s’avére essentiel dans le rle de la cavéoline-1 au cours de
la progression tumorale. Dans une étude parallele menée au sein de notre laboratoire, nous nous
sommes ainsi intéressés & l’implication du résidu Y14 de la cavéoline-1 dans les processus de
migration et de dynamique des FA au sein de divers types tumoraux provenant du colon, du sein et de
la prostate (Joshi et al.).
Les petites GTPases de la famille Rho sont les maitres a jouer de la motilité cellulaire, elles contrélent
a la fois le remodelage du cytosquelette d’actine et la formation et le recyclage des FA (Hall, 2005).
En permettant 1’activation de nombreux effecteurs et finalement la polymérisation de ’actine, Cdc42
permet de former les filopodes alors que Rac sera a ’origine de la formation des lamellipodes et des
renflements membranaires. Rho régule la formation de fibres de stress ainsi que la contractilité
cellulaire, son activité est polarisée et souvent localisée a 1’arriére de la cellule (Raftopoulou and Hall,
2004; Vicente-Manzanares et al., 2005). Cependant, une étude récente montre que 1’activité de Rho est
aussi localisée au niveau d’une fine bande proche de la partie protrusive d’une cellule en migration
(Kurokawa and Matsuda, 2005; Pertz et al., 2006). Alors que Rac et Cdc42 permettent le recrutement
initial de composantes a 1’origine de la formation de FC, Rho permet la maturation des FC en FA et
régule leur durée de vie (Raftopoulou and Hall, 2004; Rottner et al., 1999a; Vicente-Manzanares et al.,
2005). La Rho-kinase (ROCK) est 1’effecteur principal de la voie Rho et est essentielle a la formation
de ’appareil contractile du corps c;ellulaire. ROCK phosphoryle et inhibe la MLCP (myosin light
chain phosphatase), augmentant la phosphorylation de la MLC ainsi que I’incorporation de la myosine

au sein des fibres de stress d’actine permettant leur contraction (Chardin, 2003).
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La cavéoline-1 est également polarisée a I’arriere de la cellule motile mais peut, & I’instar de Rho, étre
relocalisée a ’avant de la cellule lors de sa migration a travers une membrane (Beardsley et al., 2005;
Isshiki et al., 2002a; Parat et al., 2003). Elle est, a travers son site Tyr-14, étroitement liée aux
RhoGTPases et a la voie Src. En effet, Src est la protéine responsable de sa phosphorylation (Glenney
and Zokas, 1989) dont 1’action, a travers la protéine Csk (C-terminal Src kinase), a notamment pour
effet d’augmenter ’activation de la voie Rho et I’inhibition des voies Rac et Cdc42 (Cao et al., 2002;
Grande-Garcia et al., 2007; Radel and Rizzo, 2005). Par ailleurs, une interaction directe entre RhoA et
la cavéoline a récemment été mise en évidence (Dubroca et al., 2007). Les données récentes sur le réle
de pY14Cav-1 au sein et sur [’adhésion focale nous ont ainsi amenés a élargir cette étude a d’autres

modeles tumoraux (manuscrit N°2, (Gaus et al., 2006; Grande-Garcia et al., 2007).

B. OBJECTIFS DU TRAVAIL

Au cours de cette étude a laquelle j’al activement pris part, nous avons pu mettre en évidence que la
cavéoline et sa forme phosphorylée étaient localisées au niveau de structures protrusives de la cellule.
Nous avons montré qu’il était possible de réduire la phosphorylation de la cavéoline-1 par I’inhibition
de la voie Src (& I’aide de I’inhibiteur pharmacologique PP2, 1h, 10 uM) et par I’inhibition de la voie
Rho/ROCK (a I’aide a |’aide de I’inhibiteur pharmacologique Y27632, 1h, 20 uM). Par ailleurs, nous
avons évalué la présence de pY |4Cavl dans divers types tumoraux (sein, prostate et colon) et avons
pu découvrir deux lignées cellulaires par type tumoral exprimant ou non pY 14Cavl (Fig.40). Ainsi,
les objectifs d’une partie de cette étude que je présente ici, dont les expériences ont été principalement
faites par Joshi Bharat et Scott Strugnell, étaient :

- Peut-on corréler la présence de pY14Cavl a un profil dynamique du comportement de la

FAK-GFP au sein du FA ?
- Est-il possible d’affecter la dynamique intramoléculaire des FA par [’inhibition

pharmacologique de la voie Src et Rho/ROCK ?
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Figure 40. La présence de pY14Cav-1 régule la dynamique moléculaire de la
FAK au sein de divers types tumoraux

(A) 6 lignées cellulaires provenant de cancers du sein, du colon et de la prostate
ont été évaluées pour I'expression de la Cavéoline-1 et de sa forme phosphor-
ylée. (B) Ces méme lignées ont ensuite été transfectées a I'aide de FAK-GFP et
soumises a I'analyse, par FRAP, de sa dynamique moléculaire au sein des FA.
Deux lignées, exprimant ou non pY14Cav-1, ont été comparées au sein du méme
type tumoral. (C) Les résultats des fractions immobiles de FAK-GFP ont été
présentés sous la forme d’un tableau, dans lequel figurent également les résultats
pour la lignée MDA-MB-231 et sa lignée correspondante , dans laquelle la
cavéoline-1 a été déplétée (MDA-MB-231 Cav-1 shRNA).
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Figure 41. L'inhibition des voies Src et Rho/ROCK affecte la dynamique
moléculaire de FAK-GFP exclusivement dans les cellules exprimant pY14Cav-1
(A) Les 6 lignées cellulaires provenant de cancers du sein, du colon et de la prostate
ont été traitées a l'aide de l'inhibiteur PP2 (1h, 10 uM) puis soumises a I'analyse de
FRAP de FAK-GFP au sein des FA. (B) Les résultats des fractions immobiles de
FAK-GFP ont été présentés sous la forme d'un tableau, dans lequel figurent égale-
ment les résultats apres inhibition de la voie Rho/ROCK par l'inhibteur Y27632 (1h,
20uM).
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C. RESULTATSET DISCUSSION

Au cours de cette étude, nous avons pu avoir acces a six lignées tumorales humaines de sein, de la
prostate et du colon. Les lignées MDA-MB-231 et -435 proviennent de cancers du sein, les lignées
HT-29 et HCT-116 proviennent de cancers du colon et les lignées DU-145 et PC-3 de cancers de la
prostate. Lorsque nous avons évalué 1’expression de la cavéoline-1 et de sa forme phosphorylée, nous
avons pu observer qu’a ’intérieur d’un type tumoral une lignée exprimait faiblement la cavéoline-1 (et
n’exprimait pas sa forme phosphorylée) alors que 1’autre lignée exprimait convenablement & la fois la
cavéoline-1 et sa forme phosphorylée (Fig.40A). Ce modé¢le était ainsi une aubaine pour 1’étude de
Pimpact de pY14Cavl dans la régulation de la dynamique de la FAK-GFP. Nous avons ainsi
transfecté ces cellules et nous les avons soumises a 1’expérience de FRAP utilisée dans le manuscrit
N°2 et destinée a évaluer les échanges FA-cytosol de la FAK-GFP. Ces expériences révelent que
I’expression de pY14Cavl corréle étroitement avec une dynamique plus lente de la FAK-GFP qui
s’exprime par la présence d’une fraction mobile plus faible au sein du FA (Fig.40B, C). En effet, a
I’intérieur de chaque type tumoral, la fraction mobile de la FAK-GFP s’éléve aux alentours de 80% en
I’absence de pY14Cav1 alors qu’elle oscille aux alentours des 65% quand celle-ci est présente. Ces
résultats confirment les résultats que nous avions obtenus avec la lignée MDA-MB-435 ou la fraction
mobile de la FAK-GFP s’élevait a 80% (Fig.8, manuscrit N°2). Les résultats que nous avions alors
obtenus montraient que la réintroduction de la forme sauvage de la cavéoline-1, mais pas sa forme
mutée (Y 14F), réduisait la fraction mobile de la FAK-GFP suggérant I’implication de pY 14Cav1 dans
ce phénoméne (Fig.8, manuscrit N°2) De maniere similaire, la déplétion de la cavéoline-1 dans la
lignée MDA-MB-231 (MDA-MB-231 Cav-1 shRNA) augmente la fraction mobile de la FAK-GFP de
67 a 85% confirmant une fois encore I’importance de pY 14Cavl dans la dynamique intramoléculaire
des FA (Fig.40C). De ces résultats, nous pouvons conclure que la présence de pYl4Cavl est
essentielle a la dynamique des FA. Celle-ci a-t-elle une répercussion sur la motilité cellulaire ? Des
résultats qui font partie de ce manuscrit en préparation montrent en effet, a travers un modele
expérimental d’invasion tumorale, que la présence corréle avec un phénotype migratoire amplifié a
I’intérieur de chaque type tumoral (résultats non présentés). Il est intéressant de noter que la présence
de pY14Cavl et I’activation du potentiel migratoire corréle avec une plus forte activation de la petite
GTPase Rho, confirmant ainsi les résultats obtenus par .l’équipe du Dr Del Pozo (Grande-Garcia et al.,
2007).

Or, nous avons pu montrer que [’inhibition de la voie Rho/ROCK, a I’aide de I’inhibiteur Y27632, et ‘
de la voie Src, a ’aide de !’inhibiteur PP2, inhibait significativement la phosphorylation de la
cavéoline-1 (résultats non présentés). Nous avons ainsi voulu tester I'importance de la phosphorylation
de la cavéoline-1 dans notre mode¢le de lignées tumorales. Au cours de 1’étude précédente, nous avions

déja pu mettre ’emphase sur I’importance de la phosphorylation plutdt que la présence du résidu Tyr-
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14 de la Cav-1. En effet, I’inhibition de Src, principale kinase de ce site Tyr-14, permet d’inhiber les
effets positifs obtenus par I'introduction de la cav-1 dans les lignées ESC-Rescue et MDA-435
(manuscrit N°2). De maniére similaire, les résultats présentés ici montrent que l’inhibition de Src ou
de ROCK permet d’augmenter significativement la fraction mobile de la FAK-GFP (Fig.41A, B).
Cependant, il est intéressant de noter que cet effet est exclusif aux lignées exprimant pY14Cavl et que
les deux inhibiteurs pharmacologiques n’affectent pas la dynamique moléculaire de la FAK-GFP dans
les lignées MDA-435 (sein), DU-145 (prostate) et HT-29 (colon). Ces résultats, en plus d’insister sur
I'importance de pY14Cavl dans la dynamique des FA, permettent de mettre en lumiére les voies de
signalisation impliquées dans la phosphorylation de ce résidu Tyr-14. En effet, bien que le réle de Src
flit connu, aucune étude 4 ce jour n’avait mise en évidence 1’implication de la voie Rho/ROCK dans la
phosphorylation de la cavéoline-l. Lorsque nous avons vérifié I’impact de ces inhibiteurs sur la
migration cellulaire, nous avons observé une fois de plus qu’ils n’affectaient que les lignées exprimant
pYl4Cavl. En conclusion, ces résultats confirment la nouvelle fonction que nous attribuons a
pYl4Cavl, un modulateur de la dynamique intramoléculaire des adhésions focales, et mettent en

lumiére les responsables de sa phosphorylation ainsi que son implication dans la migration tumorale.
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V. PERSPECTIVES

Notre travail a permis de mettre en évidence un rdle important pour la galectine-3, et le treillis qu’elle
forme avec les protéines modifiées par Mgat5, dans la dynamique, la localisation et 1’activation des
structures d’adhésion qui gouvernent la fibrillogenése de la fibronectine et la migration cellulaire.
Elles ont également permis de mettre en évidence une fonction pour la forme phosphorylée de la
cavéoline-1 au sein de 1’adhésion focale. Ces études, ajoutées a d’autres dont celles de notre
collaborateur, ont mis en avant I’importance de la glycosylation dans la répartition et la dynamique de
complexes macromoléculaires a la membrane plasmique. Plus précisément, nos données révelent que
le recrutement extracellulaire, a travers le treillis Mgat5/Gal-3, et I’interaction intracellulaire, a travers
la cavéoline-1, permet la formation de domaines membranaires qui agissent de fagon coordonnée dans
le but de réguler ’activation de récepteurs en contrdlant leur mobilité au sein de la membrane
plasmique. Alors que ces deux domaines membranaires entrent en compétition pour la régulation de
I’activité de ’EGFR, ils agissent de maniére concertée pour stabiliser I’adhésion focale, favoriser sa
maturation, sa signalisation et sa translocation pour permettre le mouvement cellulaire. En conclusion,
nos études suggérent un nouveau modele de régulation de 1’activité de récepteurs membranaires par la
restriction de leur mouvement au sein de la membrane plasmique a travers leur mobilisation au sein de
complexes macromoléculaires.

Plusieurs questions sont néanmoins soulevées par nos travaux. L’une d’entre elles est ’implication de
la cavéoline-1 dans la fibrillogenése de la fibronectine. Les deux lignées Mgat5” 55 et ESC-Rescue,
dépourvues de cavéoline-1, fournissent un modéle d’études idéal pour approfondir cette interrogation.
Elles permettront notamment de savoir si I’activation de I’intégrine, son recrutement au niveau des
adhésions fibrillaires et la polymérisation des molécules de FN sont eux-aussi dépendants d’une action
concertée entre le treillis Mgat5/Gal-3 et la cavéoline-1.

Ceci amene a I’interrogation suivante : quelle est la nature de 1’interaction fonctionnelle entre le treillis
Mgat5/galectine-3 et la cavéoline-1 ? Nos études démontrent 1’existence de cette interaction sans pour
autant en apporter la définition. Il est intéressant de noter que la délétion du géne MgatS, I’inhibition
de la liaison de la gal-3 (par le lactose) et 1’inhibition de 1’élongation des branchements glycosylé (par
la swainsonine) réduisent considérablement les niveaux d’expression de la cavéoline-1. Cependant,
ces niveaux ne sont pas restaurés dans la lignée ESC-Rescue suggérant que d’autres modifications
génétiques sont impliquées. Cette interdépendance pourrait étre testée par 1’élaboration d’une souris
Mgat5-/- Cav-1-/- dont I’étude, si le génotype n’est pas létal, pourrait donner des indications sur la
nature de cette interaction.

Une autre question soulevée par nos travaux est ’importance du treillis Mgat5/Gal-3 dans
I’organisation de la membrane plasmique. L’approfondissement de son statut de domaine
membranaire s’avére essentiel dans la compréhension des mécanismes régissant les fonctions

extracellulaires. La membrane plasmique est la base de nombreux mécanismes intracellulaires. Elle est
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composée de nombreux domaines membranaires dont la fonction principale est de localiser et
concentrer des partenaires protéiques dans le but d’améliorer leurs interactions et l’élaboratio‘n de
cascades biochimiques. Véritables plateformes de signalisation, certains domaines membranaires, tels
que les puits de clathrine, les cavéoles ou les adhésions focales, sont distinguables par leur
morphologie. D’autres, tels que les radeaux lipidiques ou le treillis glycoprotéine/galectine, sont bien
moins définis et nécessitent des investigations supplémentaires. Tout particuliérement, il serait
intéressant d’étudier le degré d’organisation membranaire (notamment au sein de 1’adhésion focale) en
fonction de la présence du treillis Mgat5/Gal-3. La forme phosphorylée de la cavéoline-1 semble étre
essentielle a4 1’ordre membranaire au sein de cette structure adhésiile, il serait ainsi trés intéressant
d’évaluer la contribution du treillis Mgat5/Gal-3 par I’utilisation de la méme sonde Laurdan-2.

Dans la méme idée, la mise en évidence d’une interaction directe entre ’intégrine aSpl et la
galectine-3 me parait étre une avenue a emprunter dans 1’approfondissement de ces mécanismes. La
glycosylation est essentielle au repliement des protéines. On peut ainsi naturellement se poser la
question suivante : la liaison des galectines 1’est-¢lle aussi ?

Nous avons ensuite pu mettre en évidence 'importance de pY14Cav-1 dans la dynamique des
adhésions focales et dans la migration tumorale. Ces résultats suggérent fortement que celle-ci est
étroitement impliquée dans la progression tumorale et pourraient motiver des études destinées a
étudier son incidence au sein de véritables échantillons humains. La cavéoline-1 est une molécule
particuliérement captivante. En effet, localisée dans les adhésions focales, elle permettrait d’influer sur
leur dynamique et la migration cellulaire. Mais elle permet également, selon les travaux du Dr Del
Pozo, d’empécher I’internalisation de domaines membranaires essentiels a la liaison des protéines Ras,
Rac et PI3K favorisant ainsi la croissance cellulaire. Or, ce mécanisme de croissance cellulaire qui
dépend de I’attachement est une des caractéristiques perdues par la cellule tumorale. Ainsi, ce
mécanisme d’internalisation de domaines membranaires contrdlée par les intégrines et pY14Cav-1
existe-t-il dans les cellules tumorales ?

Par ailleurs, pY14Cav-1 favorise la polarisation cellulaire et a tout récemment été impliquée dans la
migration directionnelle. La cavéoline-1 et les cavéoles sont également polarisées dans une cellule
motile. Ainsi, on peut se poser la question suivante : I'importance des intégrines dans 1’internalisation
de domaines membranaires est-elle utile a la migration cellulaire ? Plus précisément, est-ce que 1’avant
de la cellule, ou les interactions intégrines-MEC sont solides, est un lieu de faible endocytose des
domaines membranaires dans le but de permettre ’attachement de la protéine Rac et la protrusion
membranaire ? A ’inverse, ’arriére-train de la cellule est-il un lieu de forte endocytose par les
cavéoles ? Il serait particuliérement intéressant d’étudier le role du treillis Mgat5/Gal-3 dans ces
phénomeénes, car il semble étre un acteur important de 1’endocytose et de la sous-régulation de
‘récepteurs membranaires.

Enfin, I’implication de pY14Cav-1 dans la dynamique des FA et dans la migration directionnelle

suggere une implication dans la métastasie tumorale. Les cellules Mgat5-/- développent moins de
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métastases aux poumons et présentent une migration de type directionnel quasiment nulle. Pour autant,
nos données ne permettent pas de dire si celles-ci ont conservé un phénotype motile de type amiboide.
L’approfondissement de ce phénomene permettrait de savoir si le treillis Mgat5/Gal-3 est impliqué, en
concertation avec la pYl4Cav-l1, dans la migration directionnelle. Finalement, il serait
particuliérement excitant d’étudier 1’importance du résidu Tyr-14 dans le développement in vivo de
meétastases.

Autant de questions qui motiveront trés certainement certaines de mes recherches futures.
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VI. ANNEXES : ETUDE DU RECEPTEUR AU FACTEUR AUTOCRINE DE MOTILITE (AMFR) ET DE SA
RELATION AVEC LES MITOCHONDRIES

A. INTRODUCTION GENERALE

L’AMEF (pour Autocrine Motility factor) est une cytokine initialement identifiée dans le milieu
conditionné de cellules A2058 de mélanomes humains (Liotta et al., 1986). Depuis, cette cytokine a
été identifiée comme étant a la fois une neurolekine ou un factor de maturation mais également une
cytokine équivalente a la phosphoglucose isomérase lui valant le statut de moonlighting protein
(Jeffery, 1999). L’ AMF posséde en effet une séquence codante similaire & la PGI aussi nommée PHI,
la neurolekine (NLK) et le facteur de maturation (MF) (Chaput et al., 1988; Faik et al., 1988; Niinaka
et al., 1998; Watanabe et al., 1996; Xu et al., 1996). L’ AMF tient son nom du fait qu’il soit capable de
stimuler la motilité des cellules qui le produisent, donc de fagon autocrine, mais également des cellules
avoisinantes, donc de maniére paracrine (Liotta et al., 1986; Silletti et al., 1991). Son activité est
sensible a la toxine pertussique laissant supposer ’implication d’une protéine G et ainsi une activité
médiée par [’activation d’un récepteur couplé aux protéines G (Nabi et al., 1990; Stracke et al., 1987).
Tout comme I’AMF, la PGI a également été identifiée comme une cytokine exprimée et sécrétée par
les cellules tumorales mais surtout dont I’expression est intimement liée a 1’invasion tumorale et a la
formation de métastases (Watanabe et al., 1996). Par ailleurs, ’AMF/PGI est capable de stimuler les
mécanismes d’angiogenése a travers une stimulation paracrine de 1’expression de Flt-1, un récepteur
au VEGF (Vascular Endothelial Growth Factor). Cependant, ’AMF/PGI semble également jouer un
réle essentiel dans des phénomeénes physiologiques tels que ’apprentissage et les mécanismes de
mémorisation mis en lumiére par la découverte d’une augmentation de son expression (et de celle de
son récepteur AMFR) au niveau des neurones de 1’hippocampe (Leclerc et al., 2000; Luo et al., 2002).
On peut ainsi se rendre compte que I’AMF/PGI, impliqué a la fois dans la croissance et la survie
neuronale, la motilité et la différentiation cellulaire mais aussi le métabolisme du glucose, mérite son
surnom de moonlighting protein tant ses fonctions sont variées et dispersées au sein de 1’organisme.

C’est en 1987 que fut identifié, par mon directeur de recherches, le Pr IR Nabi, une protéine a
la surface de cellules de mélanomes B16-F10 dont 1’état de glycosylation pouvait changer en fonction
de la morphologie cellulaire (Nabi and Raz, 1987). D’un poids moléculaire apparent de 78 kDa, cette
protéine présentait une altération de son état de glycosylation lorsque ces mémes cellules étaient
cultivées en suspension laissant penser qu’elle pouvait jouer un rdle dans le potentiel métastasique de
ces cellules. Plus tard, cette ﬁrotéine fut identifiée et baptisée AMFR (pour Autocrine Motility Factor
Receptor) suite a une étude démontrant une activité similaire de ’AMF et d’un anticorps monoclonal
dirigé contre ’AMFR (Nabi et al., 1990). Cette étude donnait ainsi naissance a la fois au récepteur
AMFR mais également a cet anticorps monoclonal largement utilisé par la suite et qui fut 1’objet, mais
surtout un outil principal, de mes études. L’AMFR porte aujourd’hui encore le premier nom qui lui a

été donné, a savoir gp78, pour une glycoprotéine de 78kDa. L’utilisation de cet anticorps a permis par
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la suite de démontrer que 1’AMF liait de fagon directe son récepteur identifiant de maniére définitive
gp78 comme le récepteur 3 I’AMF (Silletti et al., 1991). Cette étude identifiait également I’AMF, une
protéine de 55 kDa, comme le ligand naturel de I’AMFR. Par la suite, 1’outil délivré par 1’élaboration
de cet anticorps monoclonal dirigé contre I’AMFR et nommé 3F3A a permis de mettre en évidence
I'implication de I’AMFR dans le développement tumoral et la formation de métastases. En effet,
I’expression du récepteur gp78/AMFR fut identifiée comme un facteur de mauvais pronostic pour de
multiples types tumoraux (Nakamori et al., 1994; Otto et al., 1994). L’anticorps 3F3A est capable de
stimuler la motilité cellulaire ainsi que la formation des métastases en mimant 1’activation du récepteur
par son ligand, I’AMF, et en entrant en compétition avec ce dernier (Nabi et al., 1990; Silletti et al.,
1991). A I’aide de cet anticorps, I’AMFR a été localis€ a la fois a la surface cellulaire mais également
au niveau d’un sous-domaine du réticulum endoplasmique étroitement associé aux mitochondries
faisant suite a I’internalisation a la fois du récepteur et de son ligand AMF a travers les cavéoles
(Benlimame et al., 1998; Benlimame et al., 1995; Le et al., 2002; Le and Nabi, 2003; Wang et al.,
1997; Wang et al., 2000). L’AMFR ou gp78 posséde 7 domaines transmembranaires mais surtout une
queue cytoplasmique caractérisée par la présence d’un domaine CUE et d’un domaine RING lui valant
le titre d’E3 ligase du réticulum endoplasmique et dont 1’activité dans les processus d’ubiquitination
fut récemment mise en évidence (Fang et al.,, 2001; Shimizu et al., 1999). Dans les processus
d’ubiquitination destinés a éradiquer des protéines mal assemblées ou mal repliées durant leur
biosynthése (Meusser et al., 2005), I’enzyme E3 ligase est la protéine qui lie la protéine ubiquitine
activée a un groupe de résidus lysine de la protéine-substrat ou a une chaine d’ubiquitine
préalablement attachée a cette protéine. Celle-ci sera ensuite conduite vers le protéasome ou les
lysosomes pour sa dégradation (Plemper and Wolf, 1999). Parmi les substrats de I’AMFR/gp78
figurent le récepteur aux lymphocytes T et la lipoprotéine ApoB (Liang et al., 2003), le CD36 (Fang et
al., 2001), ou ’HMGCoA reductase (Song et al., 2005). L’activité de I’ AMFR/gp78 dans les processus
d’ERAD semble étre essentielle avec la découverte d’une interaction physique entre I’AMFR/gp78 et
VCP (Valosin containing protein)/p97, une AAA ATPase impliquée dans la translocation des
protéines ubiquitinilées du RE vers le cytoplasme (Ye et al., 2005; Zhong et al., 2004).

Les 4 manuscrits suivants, auxquels j’ai pu participer, furent destinés & caractériser ’activité
au niveau cellulaire de ce complexe AMF/AMFR. Deux d’entre eux permirent 2 la fois de définir plus
spécifiquement 1’importance de cet anticorps monoclonal 3F3A et de prouver et caractériser la
présence de I’AMFR/gp78 au niveau d’un sous-domaine du réticulum endoplasmique lisse qui
interagit avec les mitochondries. Cette interaction s’avére étroitement dépendante de la concentration
intracellulaire de calcium révélant un mécanisme qui pourrait s’étendre a 1’ensemble du réticulum
endoplasmique lisse (N°3 et N°5). L’importance de cette interaction connue entre certains domaines
du réticulum endoplasmique et les mitochondries a été discutée dans un autre article (N°6). Enfin, j’ai
pu participer 4 la mise en évidence d’une nouvelle caractéristique de 1’AMF/PGI, et de son

internalisation/recyclage, dans ses fonctions stimulatrices de la migration cellulaire (N°4).
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B. MANUSCRIPT N°3: “REVERSIBLE INTERACTIONS BETWEEN SMOOTH ENDOPLASMIC
RETICULUM AND MITOCHONDRIA ARE REGULATED BY PHYSIOLOGICAL CYTOSOLIC
CALCIUM LEVELS”

1. Objectifs

L’objectif principal de ce manuscrit fut de caractériser et d’approfondir le lien a la
concentration cytosolique de calcium de [I’interaction entre le sous-domaine du réticulum
endoplasmique lisse (REL) AMFR marqué par ’anticorps 3F3A et les mitochondries. En effet, des
études menées au sein de notre laboratoire avaient préalablement identifié ce sous-domaine du REL
marqué par ’anticorps 3F3A a la fois par des méthodes d’immunofluorescence et de microscopie
électronique (Benlimame et al., 1995; Goetz and Nabi, 2006; Wang et al., 1997; Wang et al., 2000).
Dans une étude publiée en 2000, notre laboratoire a pu montré que I’AMFR se trouvait dans un
domaine du réticulum endoplasmique lisse sensiblement différent du réticulum endoplasmique
rugueux caractérisé par la présence de la calnexine ou de la calréticuline et que son association avec
les mitochondries était sensible a des variations intracellulaires de calcium (Wang-et al., 2000). Or,
I’approche utilisée dans cette étude pour modifier les concentrations intracellulaires de calcium fut
drastique et trés éloignée de conditions physiologiques. En effet, les cellules furent préalablement
perméabilisées a 1’aide de digitonine et traitées avec des fractions cytosoliques de foie de rat.
Néanmoins,. cette approche et I'utilisation de chélateurs connus de calcium tels que le BAPTA ont
permis de mettre en évidence que des concentrations intracellulaires de calcium inférieures a 100 nM
permettaient une dissociation du domaine AMFR des mitochondries alors que des concentrations
¢élevées favorisaient leur association. Cette découverte fut primordiale compte tenu de 1’importance de
’association entre le RE et les mitochondries dans les processus de transfert et de stockage de 1’ion
calcique et notamment I’implication de ce transfert dans les processus apoptotiques. Ainsi,
I’affinement et ’approfondissement de cette dépendance au calcium ainsi que la démonstration que
cette découverte reflétait un phénoméne physiologique s’avérait excitante et essentielle et constituait
I’objectif majeur de cette étude.

Le second objectif fut de caractériser cette observation en utilisant une autre approche que la
technique d’immunofluorescence, a savoir la microscopie électronique, qui permet d’avoir une idée
plus fine de ’effet du calcium sur a la fois ’association entre le réticulum endoplasmique et les
mitochondries et la morphologie de ces deux organelles.

Cet objectif méne ainsi tout naturellement au troisiéme objectif qui fut de mettre en évidence
I’impact des modulations du calcium intracellulaire sur d’autres composants et marqueurs du
réticulum endoplasmique.

Enfin, le quatriéme et dernier objectif de cette étude fut la caractérisation de ce sous-domaine
AMFR marqué par le 3F3A par rapport a d’autres marqueurs connus du RE lisse et rugueux et aux

découvertes récentes sur la fonction ubiquitin-ligase de I’AMFR. En effet et de fagon notable, la
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surexpression de ’AMFR fusionné a une sonde FLAG ou GFP (Green Fluorescent Protein) engendre
un marquage du RE sensiblement différent au marquage obtenu a 1’aide de !’anticorps 3F3A et
nécessitait des précisions quant a la spécificité et la qualité de ’anticorps 3F3A (Fang et al., 2001;

Registre et al., 2004).

2. Principaux résultats

Une sous-régulation de ’expression de la protéine AMFR a I’aide de la technique de siRNA
entraine une baisse sensible de 1’expression de ’AMFR détectée par ’anticorps 3F3A par les
méthodes de Western-blot et d’immunofluorescence.

Le domaine du RE détecté par I’anticorps 3F3A ne présente pas de distribution similaire au
réticulum endoplasmique périphérique caractérisé par la présence de la protéine réticulon (Voeltz et
al., 2006) ainsi qu’avec le réticulum endoplasmique central et nucléaire caractérisé par la présence de
la protéine Sec61ca.

Lors de la surexpression de la protéine AMFR, le marquage obtenu avec ’anticorps 3F3A
était exclu du RE central et présentait une distribution similaire a la protéine réticulon tout en
conservant son interaction avec les mitochondries.

L’élévation du calcium cytosolique a I’aide de I’ionophore ionomycine promeut la
dissociation du sous-domaine AMFR des mitochondries et, a 1’aide de la microscopie électronique,
détruit les interactions trés proches (<50 nm) entre des tubules lisses du RE et les mitochondries.

L’associatioﬁ est également perdue lorsque les stocks cytosoliques de calcium sont perturbés
par 'utilisation de la drogue thapsigargine ou par une approche physiologique qu’est la stimuiation
des récepteurs purinergiques a 1’aide d’ ATP (Adénosine Tri-Phosphate).

Une fenétre de concentration caléique située entre 110 et 210 nm est associée a une
dissociation du domaine AMFR des mitochondries.

Les domaines caractérisés par la présence de ’AMFR (a travers ’anticorps 3F3A) et de
I’IP3R présentent la méme association aux mitochondries mais different sensiblement dans des
conditions qui perturbent I’interaction du domaine AMFR avec les mitochondries.

Enfin, des fibroblastes NIH-3T3 transformés par 1’oncogéne Ras présentent une élévation de
I’expression de I’AMFR, une élévation du calcium cytosolique et une dissociation du domaine AMFR

des mitochondries.
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Summary

The 3F3A monoclonal antibody to autocrine motility factor
receptor (AMFR) labels mitochondria-associated smooth
endoplasmic reticulum (ER) tubules. siRNA down-
regulation of AMFR expression reduces mitochondria-
associated 3F3A labelling. The 3F3A-labelled ER domain
does not overlap with reticulon-labelled ER tubules, the
nuclear membrane or perinuclear ER markers and only
partially overlaps with the translocon component Sec6la.
Upon overexpression of FLAG-tagged AMFR, 3F3A
labelling is mitochondria associated, excluded from the
perinuclear ER and co-distributes with reticulon. 3F3A
labelling therefore defines a distinct mitochondria-
associated ER domain. Elevation of free cytosolic Ca*
levels with ionomycin promotes dissociation of 3F3A-
labelled tubules from mitochondria and, judged by electron
microscopy, disrupts close contacts (<50 nm) between
smooth ER tubules and mitochondria. The ER tubule-
mitochondria association is similarly disrupted upon

thapsigargin-induced release of ER Ca’* stores or
purinergic receptor stimulation by ATP. The inositol
(1,4,5)-trisphosphate  [Ins(1,4,5)P3] receptor (IP3R)
colocalises to 3F3A-labelled mitochondria-associated ER
tubules, and conditions that induce ER tubule-
mitochondria dissociation disrupt continuity between
3F3A- and IP3R-labelled ER domains. RAS-transformed
NIH-3T3 cells have increased basal cytosolic Ca?* levels
and show dissociation of the 3F3A-labelled, but not IP3R-
labelled, ER from mitochondria. Our data indicate that
regulation of the ER-mitochondria association by free
cytosolic Ca®* is a characteristic of smooth ER domains and
that multiple mechanisms regulate the interaction between
these organelles.

Key words: Endoplasmic reticulum domains, Mitochondria, Free
cytosolic calcium, AMFR, IP3R

Introduction

An association between the ER and mitochondria was first
noted soon after electron microscopy enabled the
morphological visualisation of the ER (Dempsey, 1953; Porter
and Kallman, 1953). More recently, confocal imaging, using
recombinant proteins specifically targeted to the ER and
mitochondria, has confirmed the association of these two
organelles and demonstrated the importance of this interaction
in Ca?* homeostasis (Montero et al., 2000; Rizzuto et al.,
1993; Rizzuto et al., 1998; Simpson et al., 1997; Szabadkai et
al., 2003). Mitochondria are able to sense domains of elevated
Ca** concentrations generated by the IP3R and/or plasma
membrane Ca®** channel activation (Rizzuto et al., 1993;
Rizzuto et al., 1998). These local elevated concentrations
enable rapid mitochondrial accumulation of Ca* that
stimulates mitochondrial metabolism (Montero et al., 2000).
Mitochondrial Ca® uptake is greater when triggered either by
quantal incrementation of the Ca?* concentration (Csordas et
al., 1999) or by sustained Ca®* release from the ER (Szabadkai
et al., 2003). Such increases might arise from the simultaneous
activation of several Ca®* channels, such as IP3R and the

ryanodine receptor (RyR), clustered at sites of close
apposition between the ER and mitochondrial membranes
(Csordas et al., 1999). In addition, uptake of Ca** by
mitochondria has been documented to feedback, through a
currently undefined mechanism, on the ER Ca’*-release
process by controlling the frequency or intensity of IP3R or
RyR channel activation (Csordas et al., 1999; Jouaville et al.,
1995; Straub et al., 2000; Zimmermann, 2000). Ca®* exchange
between the two organelles is therefore a finely tuned cellular
process that impacts on cellular Ca®* homeostasis as well as
Ca®* signaling.

Changes in ER morphology during cellular processes such
as fertilisation and oocyte maturation affect its capacity to
release free cytosolic Ca? ([Caz"]cy.) In response to increases
in Ins(1,4,5)P3 (Shiraishi et al., 1995; Terasaki et al., 1996;
Terasaki et al., 2001). Other studies have shown that artificial
increases of [Caz"]cyl dramatically reorganise the ER (Pedrosa
Ribeiro et al., 2000; Subramanian and Meyer, 1997). The ER
is heterogeneous with respect to its Ca** storage function
owing in part to the presence of microdomains enriched in
Ca*-binding proteins (Papp et al., 2003). Mitochondria are
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also functionally heterogeneous (Collins et al., 2002; Park et
al,, 2001) and intracellular segregation of mitochondria is
crucial for the spatial regulation of Ca®* signaling and the
control of secretion in pancreatic acinar cells and chromaffin
cells (Montero et al., 2000; Tinel et al., 1999). The
heterogeneous nature of the ER and mitochondria together with
the importance of the ER-mitochondria association in
regulating cellular Ca®* dynamics suggest that specific, local
interactions should necessarily respond to subtle changes in
intracellular Ca®* levels.

The 3F3A monoclonal antibody (mAb) raised against
AMEFR, also called gp78 (Nabi and Raz, 1987), stimulates
cell motility and metastasis, mimicking ligand activation, and
competes with autocrine mobility factor (AMF) for receptor
binding (Nabi et al., 1990; Silletti et al., 1991). In cells
transfected with FLAG-tagged AMFR, 3F3A labelling of
AMFR is increased, but the label only partially colocalises
with the exogenously expressed protein, indicating that it is
identifying a subpopulation of cellular AMFR (Registre et al.,
2004). We previously identified a smooth ER (SER)
subdomain that is labelled with the 3F3A mAb against AMFR
that selectively associates with mitochondria (Benlimame et
al., 1995; Goetz and Nabi, 2006; Wang et al., 1997; Wang et
al., 2000). The association between this SER subdomain and
mitochondria in digitonin-permeabilised cells is dependent
on [Ca**].y, (Wang et al., 2000); however, the nature of this
interaction in intact cells has yet to be determined. Here, we
show that the 3F3A-labelled ER domain is distinct from the
tubular ER labelled for reticulon (Voeltz et al., 2006), does
not label the nuclear membrane and only partially colocalises
with the rough ER marker Sec6la. Importantly, we
demonstrate that physiological modulation of [Caz"]cyl
induces the reversible dissociation of this ER domain from
mitochondria.

Fig. 1. siRNA knockdown of A
expression of AMFR. (A) NIH-3T3

cells untransfected (UT) or transfected

with Dicer AMFR siRNA (d-siRNA

AMFR) or control siRNA (ctl siRNA)

were western blotted with the 3F3A

Resuits
The 3F3A mAb recognises a mitochondria-associated
ER domain
The 3F3A mAb was originally generated against purified
gp78/AMFR (Nabi et al., 1990). Judged by immunoelectron
microscopy, in addition to plasma membrane labelling, the
3F3A mAb also labels smooth ER tubules that frequently
extend from the ribosome-studded rough ER (Benlimame et
al., 1998; Benlimame et al., 1995; Wang et al., 1997). In cells
rapidly fixed with very cold methanol-acetone, 3F3A
immunofluorescent labelling defines an ER domain distinct
from the calnexin- and calreticulin-labelled ER and ER-Golgi
intermediate compartment (ERGIC) (Benlimame et al., 1998;
Benlimame et al., 1995; Wang et al., 1997; Wang et al., 2000).
3F3A labelling is highly stable and persists after 16 hours of
cycloheximide treatment (Benlimame et al., 1995). We
therefore used a Dicer siRNA approach to knockdown AMFR,
resulting in an ~60-70% reduction in 3F3A labelling judged
by western blot. By quantitative immunofluorescence, we
observed a similar reduction in 3F3A labelling of the
mitochondria-associated ER domain, demonstrating that 3F3A
labelling of ER tubules is specific for gp78/AMFR (Fig. 1).
In contrast to the distribution of 3F3A labelling, which is
restricted to mitochondria-associated ER tubules, exogenously
expressed FLAG- or GFP-tagged AMFR is localised
throughout the ER (Fang et al., 2001; Registre et al., 2004).
Reticulon4a/NogoA (Rtnda) defines and maintains tubular ER
domains preferentially associated with the peripheral ER, as
opposed to the saccular or perinuclear ER that includes the
nuclear membrane (Voeltz et al., 2006). In Cos7 cells, the
3F3A-labelled ER does not localise with transfected MYC-
tagged Rinda or the perinuclear GFP-Sec61B-expressing ER
and 3F3A does not label the nuclear membrane (Fig. 2A).
3F3A-labelled tubules do, however, exhibit partial

antibody against AMFR and antibody

against B-actin, as indicated. (B) NIH-

3T3 cells untransfected (UT) or
transfected with d-siRNA AMFR or

control sIRNA were fixed and
immunofluorescently labelled with the
3F3A mAb and antibody against
mtHSP70. Images were acquired with

@)

the same confocal settings (using a 2 128
wide-open pinhole), and the bottom § 100
panels show digitally zoomed images € ~
of the inset (white box, first row), with X 75
the merge presenting 3F3A labelling in % ?g
red and mitochondrial mtHSP70 g°®
labelling in green. (C) 3F3A labelling < 25
intensity was quantified from confocal g

images acquired with an open pinhole
(see top row, panel B) of NIH-3T3 cells
untransfected (UT) or transfected with
d-siRNA AMER or control siRNA.

UT ctl siRNA d-siRNA

‘gg
¥ 3
o el
o~
3F3A cAMFR
3 - S
| B-Actin e
[32]
** p < 0.001

mtHSP70

mtHSP70/
3F3A

AMFR

Total intensity per field was divided by the number of cells in the field (excluding cells touching the edges), determined by Hoechst nuclear
labelling (data not shown). **P<0.001. Bar, 50 um (top row); 10 um (zoom, bottom row).
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colocalisation with the translocon component Sec6la (Fig.
2B). Upon transfection of FLAG-tagged AMFR, the antibody
against FLAG, but not 3F3A, labels the nuclear membrane
(Fig. 2C) and colocalises with the ER marker calnexin (data
not shown). In the cell periphery, anti-FLAG and 3F3A
labelling colocalise extensively and show only minimal
association with Sec6la (Fig. 2C). They also show extensive
colocalisation with Rtnda (Fig. 2D). Importantly, both anti-
FLAG and 3F3A still label mitochondria-associated ER
domains (Fig. 2E).

ER Ca?* release regulates SER tubule-mitochondria
interaction in intact cells

In digitonin-permeabilised cells, association of the 3F3A-
labelled ER domain and mitochondria is favoured at high
[Ca®*)ey. and reduced at low [Ca®*), (Wang et al., 2000). To
study this interaction in intact cells, we modulated [Caz"]cyl by
using the Ca* ionophore ionomycin in the presence of varying

A Rtnd..myc_

extracellular Ca®* concentrations ([Ca®*]e). While we were
able to disrupt the morphology of the calnexin-labelled ER in
MDCK cells exposed to 10 pM ionomycin in 10 mM
extracellular Ca®* ([Ca®*].,; data not shown), these conditions
were found to be highly toxic and resulted in cell rounding and
detachment. Reducing the ionomycin concentration led to
conditions that selectively affected the 3F3A-labelled SER
domain and not the calnexin-labelled ER. As demonstrated in
Fig. 3, 3F3A-labelled SER tubules remained associated with
mitochondria in MDCK cells incubated with | wM ionomycin
and 200 M EGTA (Fig. 3A-C). Increasing [Ca®*]ex to 1 mM
disrupted the tubular pattern of the 3F3A-labelled ER, which
became punctate, dispersed throughout the cell and exhibited
reduced colocalisation with mitochondna (Fig. 3D-F).
Increasing [Ca®*]e, to 10 mM resulted in mitochondrial
rounding and close association with the 3F3A-labelled SER
domain. Relative to total cytoplasmic 3F3A pixel intensity, the
intensity of 3F3A-labelled pixels that do not overlap with

Fig. 2. Characterisation of the 3F3A-labelled ER domain. (A) Cos-7 cells were co-transfected with GFP-Sec613 and Rin4a-MYC and
visualised using the GFP tag and anti-MYC and 3F3A antibodies. Inset shows that 3F3A labelling does not overlap with the Rtn4a-labelled ER
tubules or the perinuclear ER labelled for GFP-Sec613. (B) Cos-7 cells transfected with Rtn4a-MYC were labelled with anti-MYC, 3F3A and
anti-Sec6la antibodies. Rtnda distribution is distinct from both 3F3A and Sec61la, and 3F3A shows only partial colocalisation with Sec6la.
Alternatively, FLAG-AMFR-transfected cells were immunofluorescently labelled for FLAG, 3F3A and either Sec6la (C) or mtHSP70 (E) or
co-transfected with vector encoding Rtn4a-MYC and Jabelled for FLAG, 3F3A and MYC (D). Insets highlight colocalisation of 3F3A labelling
with anti-FLAG (C), Rtnda (D) and mtHSP70 (E). Cells labelled for Sec6la were pre-treated with RNAse. Bars, 20 pm; inset bars, S pm.
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Fig. 3. Ca* sensitivity of the mitochondria-interaction
of 3F3A-labelled SER tubules in ionomycin-ireated
cells. MDCK cells were treated with 1 uM ionomycin
and either 200 wM EGTA (A,B,C.C"), | mM [Ca*"]i
(D,E,EF’) or 10 mM [Ca®*]x (G,H,LI") for 20 minutes
and double immunofluorescently Jabelled with the
3F3A mAb and aniibody against mtHSP70. Merged
images (C,C’",EF',],I") show 3F3A labelling in red and
miHSP70 in green and overlap in yellow. C',F' and I
show details of a zoomed region from images C,F and
[, respectively. (J) The extent of dissociation of 3F3A-
labelled SER 1ubules from mitochondria was
quantified by mask overlay (black bars, left Y-axis) for
cells treated with ]| pM ionomycin and 0, 1 and 10
mM [Ca?*].,, as indicated. For the same conditions,
the corresponding average [CaZ*]oy, delermined using
Fura-2-AM ratiometric labelling is shown (white bars,
right Y-axis). (K) MDCK cells were treated with 10
M thapsigargin for 20 minutes (TG 20 min) or with

1 uM ionomyecin and 10 pM thapsigargin for 20
(TG+lono 20 min) or 60 (TG+Iono 60 min) minutes.
Cells were double immunofluorescently labelled for
3F3A and mtHSP70 and dissociation of 3F3A-labelled
SER tubules from mitochondria quantified (black bars,
left Y-axis). The corresponding average [Ca®*]cy,
(white bars, right Y-axis) is shown. The mask overlay
data represent the average (+s.e.m.) of three
independent experiments and the [Caz"]cy( values the
average of at least ten Fura-2-AM experiments. Bars,
20 pum (I); 2 pm ().
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mitochondria provides a relative measure of dissociation of this
SER domain from mitochondria. In parallel, [Ca®],, was
measured using the cell-permeable Ca®* probe Fura-2-AM
(Fig. 3J). Cells incubated with 1 uM ionomycin in a buffer
containing EGTA, essentially Ry, presented no measurable
[Ca2+]cy[. The extensive dissociation of the two organelles
detected in the presence of 1 wM ionomycin and 1 mM [Ca®*].,
corresponded to [Ca?*]ey, of 11517 nM. In the presence of
1 M ionomycin and 10 mM [Ca?*],,, [Ca**].,, increased to
165162 nM and resulted in the reassociation of the two
organelles (Fig. 3J).

Thapsigargin is a specific and irreversible inhibitor of the
sarco/endoplasmic reticulum Ca?*-ATPases (SERCA), and its
application results in the depletion of intracellular ER CaZ*
stores (Thastrup et al., 1990). MDCK cells treated with 10 uM
thapsigargin in a buffer containing 200 uM EGTA present a
dissociation of the 3F3A-labelled SER domain from
mitochondrnia similar to that of cells treated with 1 uM
ionomycin and 1 mM [Ca®"],, (Fig. 3K). We did not observe
alteration in the distribution of the calnexin-labelled ER under
these conditions (data not shown), as previously reported
(Pedrosa Ribeiro et al., 2000). Incubation of the cells in an
EGTA-containing buffer in the presence of both 10 uM
thapsigargin and 1 uM ionomycin also resulted in SER tubule-
mitochondria dissociation after 20 minutes (Fig. 3K). The
[Ca2+]cy( of cells treated with thapsigargin alone for 20 minutes
was measured to be 21142 nM, and the concomitant addition
of 1 uM ionomycin and 10 uM thapsigargin caused a slight
reduction of [Ca®*].y to 148+19 nM owing to the efflux of
some Ca®* into the extracellular medium. Incubation for 60

Mitochondria

0 . 10 TG TG TG
ICa“ | l(mM) 20 min +10no  + iONO
” 20 min 60 min

minutes in | WM ionomycin plus 10 wM thapsigargin-EGTA
resulted in a further decrease of [Ca’*]y, to 35+7 nM and
reassociation of the 3F3A-labelled SER tubules and
mitochondria (Fig. 3K). Therefore, depletion of free ER Ca®*
with thapsigargin does not modify the response of the 3F3A-
labelled SER domain to a reduction in [Ca®*]y.

Using electron microscopy, cells incubated with 1 pM
ionomycin in EGTA buffer displayed elongated smooth and
rough ER tubules, the latter defined by the presence of a linear
array of membrane-bound ribosomes, often closely associated
with mitochondria (Fig. 4A,E). Incubation of cells with 1 uM
ionomycin and 1 mM [Ca?*].x reduced the association between
SER tubules and mitochondria (Fig. 4B,F). Increasing [Ca?*]ex
to 10 mM increased the association between mitochondria and
ER (Fig. 4C,G). The shortest distance of ER tubules from the
nearest mitochondria was measured from cells plated on
plastic, fixed, scraped and embedded as a cell pellet (Wang et
al., 2000) and from cells grown on filters and fixed and
embedded in situ. As demonstrated in Fig. 4H,I, the minimal
distance of each ER tubule from mitochondria varies greatly.
Nevertheless, a cluster of ER tubules in close proximity (<50
nm) to mitochondria was observed predominantly for SER
tubules in cells treated with 1 wM ionomycin and EGTA and
disrupted in cells treated with 1 uM ionomycin and 1 pM
[Ca?*].x. Addition of 10 mM [Ca®*]., enhanced the number of
both smooth and rough ER tubules in close proximity to
mitochondria. Similar results were obtained for cells fixed as
pellets (n=3) and on filters (n=2). We therefore counted the
number of ER tubules within 50 nm of individual mitochondria
and combined data from all five experiments. The number of
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SER tubules in proximity to mitochondria was significantly
greater (4-5 fold) than RER tubules in the presence of 1 uM
1onomycin plus EGTA and selectively reduced upon treatment
with | wM ionomycin plus 1 mM [Ca®*].,. Treatment with
ionomycin plus 10 mM [Ca?*], resulted in increased
association of both SER and RER tubules with mitochondria
(Fig. 4). These results confirm the Ca®* sensitivity of the SER
tubule-mitochondria association detected by 3F3A labelling of
AMFR (Fig. 3) and identify 3F3A labelling as a valid marker
for a Ca®*-sensitive mitochondria-associated SER domain.
ATP is a physiological agonist that stimulates purinergic
receptors in the plasma membrane, thereby inducing
production of Ins(1,4,5)P3 and IP3R activation, resulting in a
transient increase in [Ca®*]y, (Jan et al, 1999). Upon
application of 10 uM ATP to MDCK cells, [Ca**],, measured
with Fura-2-AM reached 190+13 nM in less than 20 seconds
and then rapidly decreased to a plateau in the 60 nM range after
1 minute (Fig. 5J). The transient increase was followed at 2
minutes by dissociation of the 3F3A-labelled SER from
mitochondria (Fig. 5A-F’), comparable to what we observed in
the presence of ionomycin plus | mM [Ca®*], or 10 uM

#ER tubules within

50 nm per mitochondna

10mM Calcium

Fig. 4. Electron microscopy
analysis of the Ca** sensitivity of
the ER-mitochondria interaction.
MDCK cells grown on filters were
treated with 1 uM ionomycin and
either 200 uM EGTA (A,D,E), |
mM [Ca®*]e (B,F) or 10 mM
[Ca®*]ex (C,G) for 20 minutes and
then processed for electron
microscopy. D shows details of a
zoomed region from A, with
examples of smooth ER tubules
and rough ER tubules indicated by
arrows (rough arrays point to linear
arrays of membrane-bound
ribosomes). E, F and G represent
G masks of images A, B and C,
respectively, outlining
mitochondria (green), smooth ER
tubules (red) and rough ER tubules
(blue). The shortest distance of ER
tubules from the nearest
mitochondria was measured from
cells plated on plastic, fixed,
scraped and embedded as a cell
pellet (H) and from cells grown on
filters and fixed and embedded in
situ (I) (*P<0.001 for smooth
tubules, 1 mM [Ca?*], relative to
EGTA and 10 mM [Ca®*]). J
presents the average number of ER
tubules found within 50 nm of
individual mitochondria (n=5;
*P<0.0] for smooth tubules, ] mM
" . [Ca®* ], relative to EGTA and 10
mM [Ca?*].x; ¥*P<0.0] smooth
tubules relative to rough tubules).
Bars, 200 nm (A-C); 100 nm (D).
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thapsigargin (Fig. 3). After 5 minutes, the mitochondral
association of 3F3A-labelled SER tubules was restored (Fig.
5G-I'). Quantification of the extent of 3F3A SER tubule-
mitochondria association shows clearly that transient
dissociation of the two organelles follows the IP3R-mediated
Ca?* transient (Fig. 5J). Pretreatment of MDCK cells with 2
UM xestospongin C, an inhibitor of IP3R (Gafni et al., 1997),
for 15 minutes at 37°C before ATP application, limited the
ATP-induced [Ca**]y, increase to below 65 nM. In the
presence of xestopongin C, basal dissociation levels were
reduced relative to untreated cells and the ATP-induced
dissociation of the two organelles was prevented (Fig. 5J).
Dissociation of 3F3A-labelled SER tubules and mitochondria
is therefore a physiological response to ATP-stimulated release
of Ins(1,4,5)Ps-sensitive CaZ* pools.

The 3F3A mAb against AMFR defines a distinct Ca®*-
sensitive SER domain

In MDCK cells, the ER tubules labelled by 3F3A
immunoelectron microscopy include smooth extensions of
RER tubules as determined by electron microscopy
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+ATP
0 —
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Fig. 5. IP3R-mediated ER Ca®* release induces
transient SER tubule-mitochondria dissociation.
MDCK cells were treated with 10 uM ATP for
up to 5 minutes. Treated MDCK cells were
fixed at time 0 (A-C"), 2 (D-F") or 5 (G-1")
minutes and then double immunofluorescently
labelled for 3F3A and mtHSP70. Merged 5
images (C,C',FF',LI') show 3F3A (red) and v
mitochondria (green), co-distribution in yellow. min B

C’, F' and I' show details of the boxed regions
from images C, F and I, respectively. (J) At
various times of ATP treatment without (solid
lines) or with xestospongin C (XeC) pre-
treatment (dashed lines), the extent of
dissociation of 3F3A-labelled SER tubules
from mitochondria was quantified (blue, right
Y-axis) and the corresponding average [Ca**]cy,
determined (red, left Y-axis). The data represent
the average (£s.e.m.) of three independent
experiments and [Caz*]cyl values the average of
five Fura-2-AM experiments. Bars, 20 pm (H);
2 pm (I).

(Benlimame et al., 1995; Wang et al., 1997). Continuities
between the 3F3A- and calnexin-labelled ER are observed
under conditions where the 3F3A-labelled SER domain
remains associated with mitochondria (Fig. 6A-B). After a two
minute ATP treatment and dissociation of the 3F3A-labelled
SER domain from mitochondria, the fragmented 3F3A
labelling remains associated, but does not overlap, with the
calnexin-labelled ER (Fig. 6C-D). SERCA colocalises with
3F3A labelling even following ATP-mediated dissociation
from mitochondria (Fig. 6E-H). Upon changes in [Ca**].y,
3F3A-labelled ER elements therefore retain SERCA but do not
mix with the calnexin-labelled ER.

Labelling for the IP3R exhibited extensive overlap with
mitochondria-associated 3F3A-labelled SER tubules (Fig. 7),
consistent with the previously reported distribution of IP3R to
the SER and its presence in a mitochondria-associated ER
domain (Rizzuto et al., 1993; Ross et al., 1989; Sharp et al.,
1992; Takei et al., 1992). Quantification of the extent of overlap
between the two ER domains by using the Pearson coefficient
confirmed that the 3F3A- and I[P3R-labelled ER domains
colocalise with mitochondria (Fig. 7C). After 2 minutes ATP
treatment, or 1 uM ionomycin and 1 mM [Ca>*)ex (data not
shown), the 3F3A- and the IP3R-labelled SER exhibited
reduced overlap with mitochondria, which was restored after 5
minutes of treatment (Fig. 7A,C). Dissociation of those two
SER domains from mitochondria was also associated with
reduced colocalisation between 3F3A and IP3R (Fig. 7B,C).
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Regulation of SER-mitochondria interaction by [Ca®* oy
in NIH-3T3 and RAS-transformed NIH-3T3 cells
Expression of both AMF and AMFR is generally upregulated
in tumour cells, resulting in autocrine activation of this motility
factor receptor (Yanagawa et al., 2004). By western blot,
AMFR expression is increased in RAS-transformed NIH-3T3
cells relative to untransformed NIH-3T3 cells (Fig. 8A).
Similarly, quantitative immunofluorescence shows a
significant increase in 3F3A labelling of AMFR in RAS-
transformed NIH-3T3 cells (Fig. 8A). By immuno-
fluorescence, 3F3A labelling in RAS-transformed NIH-3T3
cells no longer presents a tubular mitochondrial-associated
morphology and is dispersed throughout the cytoplasm,
extending to the pseudopodia of these cells (Fig. 8B).
Dissociation of the 3F3A-labelled ER domain from
mitochondria corresponds to an increase in [Ca“]c),l from ~40
nM to ~100 nM, similar to the [Ca**].,, ranges associated with
changes in SER tubule-mitochondria association in MDCK
cells (Fig. 8B,C). In the presence of ionomycin and 1 mM
[Ca*].y, 3F3A-labelled SER tubule-mitochondria dissociation
was observed in NIH-3T3 cells in a fashion similar to that of
MDCK cells. Depletion of [C212+]C),l by incubation of RAS-
transformed NIH-3T3 cells with ionomycin and EGTA buffer
resulted in increased overlap of the 3F3A-labelled ER domain
and mitochondria (Fig. 8D).

As observed for MDCK cells, both 3F3A labelling and IP3R
labelling colocalised extensively with mitochondria in NIH-



o
O
<

Q0
o

w

I

C

1S

‘©
o
A

Ca?* and ER-mitochondria association 3559

ntrol

Co

3T3 cells (Fig. 9). In RAS-transformed NIH-3T3 cells, the
IP3R-labelled ER remained associated with mitochondria and
showed reduced dissociation from mitochondria relative to the
3F3A-labelled ER, and these two ER domains showed limited
overlap. This suggests that 3F3A and IP3R labelling might
define  ER domains that differentially associate with
mitochondria.

Discussion

The 3F3A mAb against AMFR defines a distinct ER
domain

The ER is a continuum of multiple domains, including the
morphologically distinct SER and ribosome-studded RER.
Recent work identified a group of integral membrane proteins,
the reticulon and DP1 protein families, responsible for the high
membrane curvature observed in ER tubules (Voeltz et al.,
2006). Reticulon and DP1 do not label the nuclear membrane
and segregate from the perinuclear ER, containing translocon
components such as Sec61. The 3F3A mAb against AMFR has
been characterised as a marker for a mitochondria-associated
SER domain (Benlimame et al., 1998; Benlimame et al., 1995;
Wang et al., 1997; Wang et al., 2000). Here, we show that 3F3A
labelling of SER tubules diminishes upon AMFR siRNA
treatment, does not overlap with perinuclear ER markers, such
as GFP-Sec61B or calnexin, does not label the nuclear
envelope and does not colocalise with reticulon-labelled ER
tubules. Interestingly, partial colocalisation of 3F3A with

+ATP 2 min_
B | S

Fig. 6. Relationship of 3F3A-labelled SER
tubules to other ER markers upon ATP-
induced mitochondrial dissociation.
MDCK cells untreated (A,B,E,F) or
treated for 2 minutes with 10 uM ATP
(C,D,G,H) were fixed and double
immunofluorescently labelled for 3F3A
and calnexin (A-D) or for 3F3A and
SERCA (E-H). Merged images show
3F3A (red) and calnexin (green) co-
distribution (A’-C") or 3F3A (red) and
SERCA (green) co-distribution (E’-G’) in
yellow. A", C", E" and G” show details of
the boxed regions from images A’, C', E
and G', respectively. Bars, 20 um (G'); 4
pm (G").

endogenous Sec6la  is observed, consistent  with
immunoelectron microscopy 3F3A labelling of part-rough
part-smooth ER tubules and smooth extensions of the rough
ER (Benlimame et al., 1998; Benlimame et al., 1995; Wang et
al., 1997). Drug treatment and overexpression of select ER
resident proteins, such as GFP-Sec61B, can induce the
formation of organised SER domains connected to the RER
(Snapp et al., 2003; Sprocati et al., 2006; Wang et al., 1997).
Interestingly, 3F3A does not overlap with overexpressed GFP-
Sec61, suggesting that the 3F3A-labelled SER domain is
distinct from the stacked smooth ER structures induced by
overexpression of GFP-Sec61 (Snapp et al., 2003). However,
upon overexpression of FLAG-AMFR, the 3F3A mAb labels
the peripheral, reticulon-expressing tubular ER network in
addition to the mitochondria-associated ER domain (Fig. 2),
indicative of a relationship between these two ER domains.
The 3F3A antibody against AMFR therefore appears to
recognise an AMFR conformation distinct from that of newly
synthesised AMFR protein retained in the ER, thereby
explaining the distinct ER distribution of 3F3A labelling and
transfected AMFR (Fang et al., 2001; Registre et al., 2004).
AMFR is an E3 ubiquitin ligase that interacts with components
of the ER-associated degradation (ERAD) complex such as the
VCP/p97 ATPase and derlin and is implicated in the
degradation of various substrates, including CD3-delta, the T-
cell receptor, ApoB lipoprotein and HMG CoA reductase
(Fang et al., 2001; Liang et al., 2003; Song et al., 2005; Ye et
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al., 2005; Zhong et al., 2004). The structural and functional
specialisation of the AMFR conformation within the
mitochondria-associated SER might be related to its function
in ERAD. In this study, we define the Ca?*-sensitive interaction
of the 3F3A-labelled ER domain with mitochondria.

Reversible, Ca?*-sensitive association of the SER and
mitochondria

As reported previously, in digitonin-permeabilised cells (Wang
et al, 2000), intermediate (100-200 nM) [Ca**]y, levels
obtained by cell treatment with ionomycin under various
[Ca®*]e, conditions were found to disrupt the SER tubule-
mitochondria complex, whereas high (>1500 nM) levels
tended to favour complex formation in intact cells. By electron
microscopy, SER tubules were found preferentially located
within 50 nm of mitochondria in single sections (Fig. 4),
consistent with the existence of direct linkages between the two
organelles (Csordas et al., 2006) and with our previous report
of the close association of mitochondria with 3F3A-labelled
SER tubules (Wang et al., 2000). Electron microscopy of

A
+ATP§

3F3A

] Mitochondria

rnal of 7=l Science

3F3A IP3R

ionomycin-treated MDCK cells paralleled the results obtained
by 3F3A immunofluorescence, showing reduced SER tubule-
mitochondria association at intermediate levels of [Caz‘”]cy(. We
also observed an increase in the number of RER tubules in
proximity to mitochondria at high [Caz‘”]m, consistent with
previously reported effects of elevated [Caz‘”]Cyl on general ER
morphology (Pedrosa Ribeiro et al., 2000; Subramanian and
Meyer, 1997). It is important to note that SER and RER in
cultured cells do not present the dramatic morphological
differences observed in tissue. Indeed, we define ER tubules as
rough based on the presence of a linear array of more than three
membrane-bound ribosomes (Benlimame et al., 1998;
Benlimame et al., 1995). Using this approach, our data argue
that smooth ER tubules lacking ribosomes, unlike ribosome-
studded rough ER tubules, show a preferential Ca*-dependent
association with mitochondria. Whether SER and RER in
tissues present differential mitochondria association remains to
be determined.

Levels of [Ca?*].,, between 110 and 210 nM were associated
consistently with SER tubule-mitochondria dissociation,

IP3R IP3R Mito 3F3A IP3R
C o m—cre
z 08 B 5 min
207
£ 08
8 0.5
c 04
0.3
3 0.2
a
0.1
0

+ATP T T T
0 2 5

3F3A/
Mitochondria

3F3A
IP3R

IP3R/
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Fig. 7. IP3R and 3F3A colocalise to mitochondria-associated ER but segregate upon ATP treatment. (A) MDCK cells either untreated or treated
with 10 pM ATP for 2 or 5 minutes were fixed and immunofluorescently labelled for IP3R, 3F3A and mitochondrial ATP-synthase (subunit o).
(B) Details of zoomed regions from merges of 3F3A (red) and IP3R (green). (C) The extent of colocalisation of 3F3A and IP3R-labelled ER
domains with mitochondria and between the 3F3A and IP3R-labelled ER domains at various times of ATP treatment was quantified using the
Pearson coefficient. *P<0.01; **P<0.005 relative to 0 min. Bars, 20 wm (A); 2 pm (B).
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whereas levels of [Ca?*].,, below 60 nM were found to
correlate with SER tubule-mitochondria association. The two
organelles were observed to reassociate when [Ca2+]cyl was
decreased in MDCK cells treated with ionomycin and
thapsigargin or following the ATP-induced Ca®* transient or in
RAS-transformed NIH-3T3 cells treated with ionomycin-
EGTA. The SER tubule-mitochondria interaction is therefore
a reversible process closely tied to [Ca2+]cy(. Reduced [Ca2+]cy(
was not associated with SER tubule-mitochondria association
in digitonin-permeabilised cells (Wang et al., 2000), suggesting
that the mechanisms underlying SER tubule-mitochondria
association under conditions of high or low [Caz+]cy, are
distinct. Those prevailing at low [Ca2+]cyt might not be
functional in cytosol-replenished digitonin-permeabilised cells
as a result of disruption of the cytoskeletal network and
because of the overall cellular architecture (Wang et al., 2000).

The temporal dissociation of SER tubules and mitochondria
following ATP-induced release of Ca** from Ins(1,4,5)Ps-
sensitive Ca%* pools clearly demonstrates that dissociation of
the two organelles is a physiological response to changes in
[Ca2+]cy1. The specific role of Ca?* release from ER stores was
shown by the ability of xestospongin C, a specific inhibitor of
Ins(1,4,5)P5 activation (Gafni et al., 1997), to prevent SER
tubule-mitochondria  dissociation. The SER tubule-

B Control
(Ml EGTA 200 uM
[ER(Ca™], 1mM

NIH-Ras

Fig. 8. Distribution of 3F3A-labelled SER
tubules in RAS-transformed NIH-3T3 cells is
regulated by [Ca?*].y.. (A) Expression of
AMFR and AMF was assessed in NIH-3T3 and
RAS-transformed NIH-3T3 (NIH-Ras) cells by
western blot using B-actin as a loading control.
The bar graph shows quantitative
immunofluorescence analysis of 3F3A labelling
intensity from confocal images of NIH-3T3 and
NIH-Ras cells acquired with an open pinhole
(*P<0.005). (B) NIH-3T3 and NIH-Ras cells
were immunofluorescently labelled for 3F3A
(red) and mtHSP70 (mito; green) and zooms of
boxed regions of the merged images presented
in the bottom row. Bars, 20 wm; 2 pm (zoom).
(C) Average [Ca®*]ey, using Fura-2-AM
ratiometric labelling and 3F3A-labelled SER
tubule dissociation from mitochondria
quantified by the mask overlay approach for
NIH-3T3 and NIH-Ras cells. (D) Dissociation
of 3F3A-labelled SER tubules from
mitochondria was quantified by mask overlay in
NIH-3T3 and NIH-Ras cells either left
untreated (Control) or treated with | uM
ionomycin in the presence of 200 uM EGTA or
1 mM [Ca?**],,, as indicated.

NIH-Ras

mitochondria reassociation observed following extended
incubation with thapsigargin and ionomycin (Fig. 3) indicates
that depletion of free Ca®* from the ER does not modif;/ the
response of 3F3A-labelled SER tubules to changes in [Ca**].y..
The interaction of this SER domain with mitochondria can
therefore respond to changes in [Ca2+]Cyl independently of the
replenishment state of ER Ca?* stores.

Regulation of SER tubule-mitochondria interaction

Both the 3F3A- and IP3R-labelled ER domains dissociated
from mitochondria upon stimulation with ATP (Fig. 7). This is
consistent with the overall reduction in SER tubule-
mitochondria association observed upon elevation of [Ca2+]cyl
by electron microscopy (Fig. 4). Compared with the IP3R-
labelled ER domain, the 3F3A ER domain shows increased
dissociation from mitochondria in RAS-transformed NIH-3T3
cells relative to nontransformed NIH-3T3 cells. IP3R gating
occurs at a [Caz+]cy, of 200-300 nM (Bezprozvanny et al., 1991;
Hirata et al., 1984; lino, 1990). This is slightly higher than
reported here for mitochondrial dissociation of the 3F3A SER
domain (100-200 nM) but sufficient for increased clustering of
IP3R in the ER adjacent to mitochondria (Shuai and Jung,
2003; Wilson et al., 1998). Mitochondrial and ER mobility are
controlled by physiological [Ca2+]cy,, with an ICsg of ~400 nM,
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that might recruit these organelles to cell regions of elevated
[Ca**),y (Brough et al, 2005; Yi et al., 2004). While
comparison of absolute [Caz"]cy( based on Fura-2

measurements must be done with caution, local, physiological
changes in [Ca**].y would appear to have variable effects on
the integrity and mitochondrial interaction of SER domains.
Together with the segregation of the IP3R- and 3F3A-labelled
ER domains upon elevation of [Ca®*],, this suggests that

NIH-Ras

o 0.8
0.8
0.7
0.6
0.8
0.4
0.3
0.2
0.1

I NIH-3T3
WANIH-Ras

Pearson Coefficient

3F3A 3F3A IP3R

Mitochondna IP3R Mitochondria

Fig. 9. Segregation of 3F3A and IP3R-labelled ER domains in RAS-
transformed NIH-3T3 cells. NIH-3T3 (A-G) and RAS-transformed
NIH-3T3 (NIH-Ras; H-N) cells were immunofluorescently labelled
for mtHSP70 (mito; A,H), 3F3A (B,]) and IP3R (C.J). Merged
images show 3F3A (red) and mtHSP70 (mito; green) (D,K). IP3R
(red) and mtHSP70 (mito; green) (E,L), or 3F3A (red) and IP3R
(green) (FM). G and N show details of the boxed regions from
images F and M, respectively. Bars, 20 um (M); 2 pm (N).

multiple mechanisms regulate the association of SER tubules
with mitochondria.

PACS-2 is a sorting protein that regulates the amount of
MAM-localised lipid-synthesising enzymes, ER homeostasis,
Ca®* signalling and the translocation to mitochondda of the
pro-apoptotic factor Bid following an apoptotic stimulus
(Simmen et al., 2005). The voltage-dependent anion channel
(VDAC or porin) has been proposed as the mitochondnal
partner for IP3R-mediated Ca®* transport from ER to
mitochondria; VDAC expression has been localised to both ER
and mitochondrial outer membranes and is enriched in the zone
of apposition, where it enhances Ca®* transfer to mitochondria
(Hajnoczky et al., 2002; Rapizzi et al., 2002; Shoshan-Barmatz
et al., 2004; Szabadkai et al., 2006). AMFR-dependent
recruitment of the VCP/p97 ATPase and its p47 cofactor,
implicated in ER membrane fusion (Kano et al., 2005; Roy et
al., 2000), might impact on the integrity and morphology of
mitochondria-associated SER domains. Whether [Ca®*]y,
impacts on specific mechanisms of ER-mitochondria
interaction or generally affects the interaction between ER and
mitochondria by impacting on ER domain morphology
remains to be determined.

Materials and Methods

Antibodies, plasmids and chemicals

The 3F3A rat IgM mAb against gp78/AMFR was as described (Nabi et al., 1990).
Antibodies 10 mitochondrial heat shock protein 70 (mtHSP70; clone JGI) and
SERCA-2 were purchased from Affinity Bioreagents, to calnexin from Sigma, to
IP3R from Calbiochemn, 10 the mitochondrial ATP-synthase (Complex V, Subunit
a) from Molecular Probes and to Sec6la from Upstate. Cross-absorbed secondary
antibodies conjugated to FITC (Rat IgM) were purchased from Jackson
ImmunoResearch Laboratories and 1o Alexa (568, 647) from Molecular Probes.
Plasmid for expression of FLAG-AMFR was as previously described (Registre et
al., 2004) and for expression of Rinda-MYC and GFP-Sec618 (Voeltz et al., 2006)
were kindly provided by G. Voeltz and T. Rapoport (Harvard University, MA).
Xestospongin C was from Calbiochem and ionomycin, thapsigargin. ATP, Fura-2-
AM and other chemical reagents from Sigma.

Cell culture and treatments

MDCK (Wang et al., 2000), Cos7 (Registre et al., 2004), NIH-3T3 and RAS-
transformed NIH-3T3 cells (Le et al., 2002) were grown as previously described.
Cos7 cells were transfected using Effectene transfection reagent (Qiagen) and fixed
24 hours after transfection (Registre et al., 2004). lonomycin and thapsigargin were
used at | uM and 10 pM, respectively, in a 125 mM NaCl, 20 mM HEPES. 5 mM
KCl, 1.5 mM MgCl; and 10 mM glucose buffer adjusted to pH 7.4 (normal buffer).
Normal buffer was supplemented with 1 or 10 mM Ca?*, or 200 pM EGTA as
indicated. For ATP treatments, cells were incubated with normal buffer containing
10 uM ATP and, where indicated, pretreated with 2 pM xestospongin C in culture
medium for 15 minutes at 37°C.

d-siAMFR preparation and transfection

About 815 bp of C-terminal AMFR was amplified by PCR using the following set
of primers, AMFR-C-For (5" AGA CAC CTC CTG TCC AAC 3'), AMFR-C-Rev
(5" GGA GGT CTG CTG CTT CTG 3'). and TA cloned. Positive clones were
screened for the cis and trans orientation of fragments. Using T7 RNA polymerase
(Invitrogen) and linearised cis and trans positive clones, complementary mRNAs
were synthesised in vitro. These mRNA molecules were annealed. diced and the
resulting 19-21-bp d-siAMFR molecules were purified using Block-it RNAI kit
(Invitrogen). Transfection of NIH-3T3 with d-siAMFR or control siRNA was
performed using Lipofectamine 2000 (Invitrogen).

Electron microscopy

Two methods were used to process celis for ultrastructural analysis. Cells grown on
Petri dishes were washed rapidly twice with 0.1 M sodium cacodylate (pH 7.3)
before fixing in the same solution conwaining 2% glutaraldehyde for 60 minutes at
room temperature. The fixed cells were rinsed in 0.1 M sodium cacodylate, scraped
from the Petri dish and collected by centrifugation. The cell pellet was post-fixed
for | hour with 2% osmium tetroxide in sodium cacodylate buffer, dehydrated and
embedded in LR-White resin. The sections were siained with 2% uranyl acetate and
visualised in a Hitachi H7600 iransmission electron microscope. Altematively, cells
were grown on polycarbonate filters, fixed in 0.1 M sodium cacodylate, 1.5%
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paraformaldehyde and 1.5% glutaraldehyde (pH 7.3), post-fixed for | hour on ice
in 1% osmium tetroxide in 0.1 M sodium cacodylate (pH 7.3). stained for | hour
with 0.1% uranyl acetate and then dehydrated. The filters were left in a 1:1 solution
of propylene oxide:Polybed ovemight and then embedded in 100% Polybed.
Sections were viewed and photographed on a Philips 300 electron microscope
operating at 60 kV.

immunofiuorescence

MDCK cells plated for 2 days were fixed by the direct addition of pre-cooled
(-80°C) methanol-acetone (80-20%, vol-vol) and labelled as described previously
(Wang et al., 1997). Endogenous Sec6la labelling was performed following
treatment with 0.1 mg/ml RNAse A for 30 minutes at room temperature. No
labelling was observed in the absence of RNAse treatment. Confocal images were
obtained using 488, 568 and 633 laser line excitation with 63X (NA 1.4) and 100X
(NA 1.3) or 60 (NA 1.4) and 100X (NA 1.35) planapochromat objectives of Leica
TCS SPI and Olympus FV 1000 confocal microscopes. respectively. Mask overlay
quantification of 3F3A labelling with mitochondria was determined from 15 8-bit
confocal images of mtHSP70 and 3F3A labelling acquired just below saturation
with the 100X objective at zoom 2 and quantified with Northern Eclipse software
(Empix Imaging, Mississauga, Ontario, Canada), as described previously (Wang et
al., 2000). Complete cells within the field were selected and non-specific nuclear
3F3A labelling (Benlimame et al., 1995) cut from both images. The mtHSP70 image
was saturated (0-155 grey levels) to ensure that mitochondria-associated 3F3A
labelling was covered by the mitochondrial mask and the 3F3A image thresholded
(50-255 grey levels) to eliminate background pixels. The ratio of 3F3A pixel
intensity after mask subtraction relative to total cytoplasmic 3F3A pixel intensity
provides a relative measure of dissociation of the SER from mitochondria for
samples for which cell treatment, labelling and image acquisition were performed
in parallel. For IP3R labelling, 12-bit confocal images were acquired with an
Olympus FV1000 confocal microscope using the same acquisition parameters,
determined using the Hi-Lo function, for all samples and Pearson’s coefficients
determined using ImagePro image analysis software (Media Cybemetics).

Ca®* measurements

[Ca®*]e, was estimated at pH 7.4 at room temperature using the Ca’*-sensitive
fluorophore Fura-2-AM (2 M  potassium salt) and a dual-excitation
spectrofluorometer (Spex Industries) with excitation at 350 and 380 nm and
emission at 505 nm, and {Ca®™]., was calculated as described previously
(Grynkiewicz et al., 1985). The maximum fluorescence ratio (Rmax) was
determined using a 10 mM CaClz, 10 uM ionomycin (pH 8) solution to saturate
Fura-2, and Ryyn with a Ca%*-free solution containing 2.5 mM EGTA and 10 pM
ionomycin (pH 8).

This study was supported by a grant from the Canadian Institutes
of Health Research (MT-15132). I. R. Nabi is an Investigator of the
Canadian Institutes of Health Research. J.G.G. holds a doctoral
fellowship from the Ministere de la Recherche et des Technologies
for his doctoral studies 10 be submitted jointly to the Université de
Montréal and the Université Louis Pasteur de Strasbourg (UMR
CNRS 7175).
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4. Discussion

a) L’AMFR, un nouveau domaine du réticulum endoplasmique ?

Le réticulum endoplasmique est un syst¢éme membranaire continu qui consiste en une multitude de
domaines aux fonctions variées (Sitia and Meldolesi, 1992). Ses fonctions incluent la translocation des
protéines vouées a étre sécrétées le long de sa membrane, I’ intégration de protéines dans la membrane,
la modification et le repliement de protéines dans son lumen, la syntheése de phospholipides et de
stéroides, la détoxification, le stockage du calcium en son lumen et leur largage dans le cytoplasme
ainsi que la ségrégation des compartiments nucléaires du cytoplasme (Voeltz et al., 2002). L’étude de
la localisation du récepteur AMFR au sein du RE permet d’affiner encore la complexité de cette
organelle. Le RE peut généralement se diviser, sur une base structurale, en 3 compartiments : le RE
lisse ou périphérique, le RE rugueux ou central et I’enveloppe nucléaire (rugueuse). Au sein de ce RE,
la structure que I’on retrouve est communément appelée « tubule ». Des travaux récents menés par
I’équipe du Dr Rapoport ont permis de mettre en lumiére les protéines responsables de la forte
courbure des membranes de ces tubules, a savoir la famille des protéines Réticulon et DP1 (Voeltz et
al., 2006). Ces protéines sont exclues de la membrane nucléaire et du RE péri-nucléaire, qui se
caractérisent par la présence des protéines du translocon tels que Sec61a. L’anticorps 3F3A a permis
de caractériser un domaine du réticulum endoplasmique intimement associé aux mitochondries. Ce
domaine ne colocalise pas avec les tubules marqués par la protéine Réticulon et ne colocalisent que
partiellement avec Sec6la ou la calnexine démontrant qu’il est principalement un sous-domaine lisse
du RE caractérisé par des extensions ou régions lisses du RE rugueux. Cette observation confirme
celle obtenue par microscopie électronique (Wang et al., 1997). De fagon trés intéressante, la forme
surexprimée de I’AMFR ne co-distribue pas avec une forme surexprimée de Sec61 connue pour
induire des citernes empilées du RE lisse (Snapp et al., 2003) mais co-distribue avec la forme
surexprimée de Rtnda, une des protéines de la famille des réticulons (Voeltz et al., 2006). Par ailleurs,
I’anticorps 3F3A reconnait a la fois cette derniére structure périphérique et tubulaire ainsi que le
domaine intimement associé aux mitochondries ce qui est révélateur d’un lien entre ces deux
domaines. Enfin, I’anticorps 3F3A semble reconnaitre une conformation particuliére de I’AMFR qui
n’est pas reconnue dans les formes nouvellement synthétisées de I’AMFR fusionné & une sonde
(FLAG). Il est tentant de suggérer que cette conformation et cette localisation particuliére soit reliée a

son activité ubiquitin-ligase (Fang et al., 2001).

b) L’interaction AMFR-mitochondries: un phénoméne réversible et

éfroitement régulé par les concentrations intracellulaires de calcium
L’équipe du Dr Hajnoczky s’intéresse depuis trés longtemps aux phénoménes d’interaction entre les
.mitochondries et le RE, notamment I’impact de cette interaction sur la signalisation calcique

(Hajnoczky et al., 2006). Tout récemment et pour la premiére fois, des études menées par son
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laboratoire laissent suggérer, bien que nécessitant de plus amples preuves, qu’un lien physique existe
entre le RE et les mitochondries et que ce lien est essentiel pour le transfert de calcium entre les deux
organelles (Csordas et al., 2006). Le transfert de calcium qui existe entre ces deux entités est essentiel
pour le métabolisme et la survie cellulaire. Dans cette étude, les auteurs démontrent notamment que la
perte ou la consolidation de ce lien physique putatif entre les mitochondries et le RE joue un rdle
essentiel dans la propagation des signaux calciques et rend les mitochondries plus sensibles a la
surcharge calcique augmentant la susceptibilité qu’ont les cellules & entrer en apoptose (Csordas et al.,
2006). Notre étude apparait ainsi trés intéressante car elle tend a démontrer que des augmentations
spontanées de la concentration intracellulaire de calcium résultent en un « espacement » entre le RE et
les mitochondries. Une hypothése trés tentante serait ainsi que cet éloignement spontané serait un
phénoméne régulateur et protecteur de ’entrée en apoptose en empéchant les mitochondries de se
surcharger en ions calciques. Notre étude a permis de définir une fenétre de concentrations calciques
(entre 110 et 210 nm) dans laquelle le sous-domaine AMFR se retrouve dissocié des mitochondries.
Cette fenétre a pu étre obtenue aussi bien par une approche pharmacologique (ionomycine ou
thapsigargine) que par une approche plus physiologique qu’est la stimulation des cellules par de
I’ATP. Le phénoméne de dissociation s’avére réversible et a été confirmé par microscopie
électronique démontrant 1’impact des concentrations élevées de calcium sur la morphologie du RE. Ce
résultat est en accord avec des études passées qui s’intéressérent a l’effet de 1’augmentation du
calcium sur la morphologie du RE (Ribeiro et al., 2000; Subramanian and Meyer, 1997). La
dissociation temporelle des tubules d’AMFR des mitochondries apres la stimulation par I’ATP (qui,
par production d’IP3, stimule le relargage d’ions calciques du RE via I’IP3R) démontre que la
dissociation de ces 2 organelles est une réponse physiologique et réversible aux variations calciques.
Poursuivant cette idée, il serait intéressant d’étudier I’implication de cette dissociation dans les

processus apoptotiques mais également dans la fonction ubiquitin-ligase de I’AMFR.

¢) Régulation de P’interaction ER-mitochondrie et implications

physiologiques
Ce chapitre a été largement discuté dans larticle-revue (Manuscrit N°6). Briévement, I’interaction
RE-mitochondrie est un mécanisme essentiel pour de nombreux mécanismes cellulaires impliquant un
transfert de calcium entre les deux organelles. Ce transfert de calcium régule a la fois le repliement des
protéines effectué par les protéines chaperonnes, la régulation de ’homéostasie mitochondriale (en
agissant au niveau des déshydrogénases mitochondriales impliquées dans la production d’ATP),
I’activation d’enzymes dépendantes du calcium ainsi que la signalisation conduisant & la mort
cellulaire programmée ou apoptose. L’AMFR a tout récemment été impliqué dans ’ERAD qui
consiste & éradiquer les formes mal repli€es de protéines en voie de synthése dans le but d’éviter un
stress du RE conduisant a4 1’apoptose. De plus, une interaction avec ’AAA ATPase p97 a

derniérement été mise en évidence. Par conséquent, sa localisation proche des mitochondries, I’usine
t4 3
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cellulaire de fabrication de I’ATP, stimulera certainement des recherches intéressantes sur le réle de

I’AMEFR dans ces différents phénomenes.
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C. MANUSCRIPT N°: “PH-SPECIFIC SEQUESTRATION OF PHOSPHOGLUCOSE
ISOMERASE/AUTOCRINE MOTILITY FACTOR BY FIBRONECTIN AND HEPARAN SULPHATE”

1. Contexte et objectifs

L’AMF/PGI est une cytokine qui peut étre sécrétée dans le milieu extracellulaire et sa
surexpression dans des ﬁbrobiastes est capable d’induire la transformation cellulaire et le
développement de tumeurs (Tsutsumi et al., 2003). Tout comme le VEGF, elle stimule ’angiogenése a
travers le récepteur Flt-1 (Funasaka et al., 2001; Funasaka et al., 2002). De maniére intéressante, a la
fois le VEGF et I’AMF/PGI ont rﬁontré une capacité a lier une protéine de la matrice extracellulaire
qu’est la fibronectine, liaison étroitement dictée par le pH (Amraei et al., 2003; Goerges and Nugent,
2003; Goerges and Nugent, 2004). C’est principalement cet aspect qui a motivé 1’étude suivante a
laquelle j’ai pu participer. Dans cette derniére étude, les auteurs suggérent que la matrice de
fibronectine servirait de pi¢ge a cytokine dans des conditions d’hypoxie (que 1’on retrouve au centre
des tumeurs) et, par conséquent, d’acidification de telle sorte a favoriser les phénoménes
d’angiogenése en direction de la région endommagée (Goerges and Nugent, 2004).

Par ailleurs, une activité cytokine de I’AMF/PGI a été trouvée dans le fluide synovial de patients
atteints d’arthrite rhumatoide (RA) (Watanabe et al., 1994). Son dép6t sur les surfaces synoviales et sa
capacité a induire une réponse auto-immune dans 1’arthrite thumatoide la placent comme un probable
auto-antigéne différent de I’AMF/PGI circulant (Mandik-Nayak et al., 2002; Matsumoto et al., 1999;
Schaller et al., 2001). L’hypoxie qui existe dans les espaces intra-articulaires de patients atteints de RA
a été suggérée comme « catalyseuse » de ’expression de I’AMF/PGI qui, par la suite, perpétue la RA
(Naughton, 2003). L’implication de I’AMF/PGI dans la RA pourrait ainsi étre une exagération
pathologique d’un phénomeéne biologique normal, la séquestration acide de cytokines par la MEC.

Les objectifs de cette étude se basent ainsi sur les résultats démontrant qu’une acidification du
milieu entraine un changement de conformation de I’AMF/PGI, ce qui augmente son association avec
la matrice de fibronectine (Amraei et al., 2003). Par ailleurs, il est connu que ’AMFR et son ligand,
I’AME/PGI, sont internalisés par la voies des cavéoles vers le RE lisse et par la voie des clathrines
vers les corps multivésiculaires (Benlimame et al., 1998; Le et al., 2000; Le et al., 2002; Le and Nabi,
2003). La voie d’internalisation vers les corps multivésiculaires et dépendante de la clathrine est
associée au recyclage de I’AMFR et de son ligand vers la matrice de fibronectine (Le et al., 2000).
Ainsi, les objectifs furent :

- déterminer la spécificité de ’interaction AMF/PGI-Fibronectine

- démontrer la relation au pH et a la conformation de la fibronectine

- déterminer si ’endocytose est nécessaire a 1’association de I’AMF avec la matrice de

fibronectine a pH neutre et a pH acide.

- Prouver I'importance physiologique d’une séquestration acide en utilisant les fonctions

premiéres de I’AMF/PGI
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2. Principaux résultats

L’AMF/PGI est capable de s’associer spécifiquement a la matrice de fibronectine a pH acide et
a pH neutre.

Une liaison directe entre AMF/PGI et la fibronectine a été détectée et mesurée par la technique
de FRET (Fluorescence Resonance Energy Transfer) entre I’AMF/PGI et la FN uniquement a pH
acide (5.5). )

A pH neutre, I'interaction observée entre '’AMF/PGI et la FN requiert une premiére étape
d’endocytose/recyclage par la voie des clathrines.

Le sulfate d’héparine (HS) n’affecte pas I’association de I’AMF/PGI a la FN & pH neutre mais
amplifie la séquestration a pH acide. ‘

Enfin, seule la séquestration de I’AMF/PGI par la FN a pH acide est capable de stimuler la

motilité cellulaire aprés la neutralisation du milieu de culture
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3. Manuscrit N°4

pH-specific sequestration of phosphoglucose isomerase/autocrine motility factor by fibronectin
and heparan sulphate
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Summary

Phosphoglucose isomerase (PGI) is a glycolytic enzyme that
moonlights as a cytokine under the aliases autocrine
motility factor (AMF), neuroleukin and maturation factor.
The cytokine function of PGI/AMF targets multiple cell
types however mechanisms that regulate and sequester
this ubiquitous, circulating cytokine remain largely
unidentified. PGI/AMF is shown here to exhibit fibronectin
(FN)-dependent cell surface association at both neutral
and acid pH. Direct PGI/AMF binding to FN and
fluorescence resonance energy transfer (FRET) between
PGI/AMF and FN were detected only at pH 5. At neutral
pH, the interaction of PGI/AMF with FN is receptor-
mediated requiring prior clathrin-dependent endocytosis.
PGI/AMF and FN do not co-internalize and PGI/AMF
undergoes a second round of endocytosis upon recycling to
the plasma membrane indicating that recycling PGIVJAMF
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receptor complexes associate with FN fibrils. Heparan
sulphate does not affect cell association of PGI/AMF at
neutral pH but enhances the FN-independent cell surface
association of PGI/AMF at acid pH identifying two distinct
mechanisms for PGI/AMF sequestration under acidic
conditions. However, only PGI/AMF sequestration by FN
at acid pH was able to stimulate cell motility upon pH
neutralization identifying FN as a pH-dependent cytokine
trap for PGI/AMF. The multiple ways of cellular
association of PGI/AMF may represent acquired
mechanisms to regulate and harness the cytokine function
of PGI/JAMF.

Key words: Cytokine sequestration, Cell motility, Extracellular
matrix

Introduction

Phosphoglucose isomerase (PGI, EC 5.3.1.9) is a glycolytic
enzyme expressed in all cells that plays an essential role in
gluconeogenesis. It represents an example of a moonlighting
protein that also functions as an extracellular cytokine (Copley,
2003; Jeffery, 1999; Smalheiser, 1996). The neurokine,
neuroleukin, was identified in 1986 and shown to increase the
survival of cultured sensory neurons and, following secretion
by lectin-stimulated T cells, to induce the maturation of B-cells
into antibody secreting cells (Gumney et al., 1986a; Gurney et
al., 1986b). Subsequent comparison of the sequence of
neuroleukin with that of PGI revealed identity between the two
proteins, raising the question as to how a ubiquitous, cytosolic
enzyme could also function as an extracellular cytokine
(Chaput et al., 1988; Faik et al., 1988). The demonstration in
1996 that autocrine motility factor (AMF), a tumor secreted
cytokine, and maturation factor, a lymphokine, were identical
to PGI confirmed the extracellular moonlighting cytokine
function of this glycolytic enzyme (Watanabe et al., 1996; Xu
et al., 1996). The association of hippocampal expression of
PGI/AMF and its receptor [gp78 (glycoprotein of 78 kDa) or
AMFR (autocrine motility factor receptor)] with learning and
memory (Luo et al.,, 2002) and the ability of PGI/AMF to

induce the differentiation of human myeloid cells into
monocytes (Xu et al., 1996) further supported the previously
reported neurokine and lymphokine functions of PGI/AMF
(Gumney et al.,, 1986a; Gumey et al., 1986b). PGVAMF
cytokine activity has also been shown to be involved in
osteoblast differentiation during mineralization (Zhi et al.,
2001) and to be necessary for embryo implantation (Schulz and
Bahr, 2003). PGI/AMEF is therefore a ubiquitous cytokine with
multiple cellular and tissular targets.

As AMEF, PGI was identified as a cytokine secreted by tumor
cells whose expression is linked to tumor cell invasion and
metastasis (Liotta et al., 1986; Watanabe et al., 1996). Serum
PGI/AMF activity has long been reported and is associated
with tumor expression (Bodansky, 1954; Schwartz, 1973)
indicating that, although the mechanism remains obscure, this
protein is actively released from both normal and tumor cells.
Overexpression of PG/AMF by stable transfection of NIH-
3T3 cells has shown that its de novo secretion is sufficient for
cellular transformation and tumorigenicity (Tsutsumi et al.,
2003). PGI/AMF also stimulates angiogenesis via the paracrine
stimulation of vascular endothelial growth factor receptor
(VEGFR) Flt-1 expression (Funasaka et al., 2001; Funasaka et
al., 2002). Interestingly, both PGI/AMF and VEGF have
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ecently been reported to exhibit pH dependent binding to
fibronectin (FN) (Amraei et al., 2003; Goerges and Nugent,
2003; Goerges and Nugent, 2004). pH-dependent association
with FN may serve to sequester angiogenic cytokines under
conditions of hypoxia and consequent acidification that can
subsequently serve to induce angiogenesis towards the
damaged region (Goerges and Nugent, 2004).

PGL/AMF cytokine activity is found in rheumatoid synovial
fluid (Watanabe et al., 1994) and its deposition on synovial
surfaces and ability to induce an autoimmune response in
rheumatoid arthritis (RA) identified it as a possible autoantigen
different from normal circulating PGI/AMF (Mandik-Nayak et
al., 2002; Matsumoto et al., 1999; Schaller et al., 2001). Our
demonstration that acid-induced changes in the tertiary
structure of PGI/AMEF strongly increase its association with the
extracellular FN matrix argues that changes in local
microenvironment could alter the behavior of the protein
(Amraei et al, 2003). Indeed, intra-articular hypoxia in
rheumatoid joints and consequent upregulation of PGI/AMF
has been suggested to perpetuate RA (Naughton, 2003).
Involvement of PGI/AMF in RA may represent a pathological
exaggeration of a normal biological process, the acid-mediated
sequestration of cytokines by the extracellular matrix (ECM).
However, in spite of the well-characterized ability of ECM-
associated proteoglycans, such as heparin, to sequester
cytokines (Ruoslahti et al., 1992; Vlodavsky et al., 1996)
alternate mechanisms by which the ECM sequesters cytokines
remain poorly defined.

The PGI/AMEF receptor, gp78 or AMFR, is a seven-

ansmembrane domain G protein-coupled receptor recently
identified as an endoplasmic reticulum (ER)-associated RING
finger-protein ligase (Fang et al., 2001; Registre et al., 2004;
Shimizu et al., 1999). AMFR internalizes its ligand via both
caveolae/raft-dependent endocytosis to the smooth ER and
clathrin-dependent endocytosis to multivesicular bodies
(Benlimame et al., 1998; Le et al., 2000; Le et al., 2002; Le
and Nabi, 2003; Nabi and Le, 2003). The clathrin-dependent
pathway has been shown to be associated with the recycling of
PGL/AMF and its receptor to cell surface FN fibnils (Le et al.,
2000). The ability of PG/AMEF to associate with FN upon
conformational changes at acid pH (Amraei et al., 2003) as
well as following receptor-mediated recycling at neutral pH
(Le et al.,, 2000) led us to address the specificity and
mechanisms of PGIYAMEF association with FN fibrils at neutral
and acid pH. At neutral pH, the interaction of PGI/AMF with
FN fibrils is receptor-mediated and requires prior endocytosis
and recycling. At acid pH, PGI/AMF binds directly to FN and
also exhibits a dose-dependent FN-independent increase in cell
surface binding in the presence of heparan sulphate (HS)
identifying two distinct mechanisms for PGLIAMF
sequestration at acid pH. Acid-dependent interaction of
PGI/AMF with FN but not HS was able to stimulate cell
motility upon pH neutralization suggesting that under
conditions of low pH, such as tumor hypoxia, direct interaction
with FN sequesters this angiogenic factor.

Materials and Methods
Antibodies and reagents

Rabbit phosphoglucose isomerase (Sigma P-9544; referred to as
PGI/AMF), poly-L-lysine, bovine plasmatic FN, bovine serum

albumin solution (BSA 30%), and heparan sulphate proteoglycan
were purchased from Sigma Chemical Co. (Oakville, ON).
Monoclonal anti-FN antibody was purchased from Transduction
Laboratories (Mississauga, ON). Streptavidin conjugated to either
Texas Red or fluorescein was purchased from Jackson
ImmunoResearch Laboratories (West Grove, PA). Mouse anti-
hemagglutinin (HA) was a gift from Luc Desgroseillers (Department
of Biochemistry, Université de Montréal). Monoclonal Anti-T7 tag
antibody was purchased from Novagen. Texas-Red conjugated
phalloidin, Alexa-488 goat anti-mouse, Alexa-568 goat anti-mouse,
and Alexa-647 goat anti-rabbit secondary antibodies were purchased
from Molecular Probes (Eugene, OR). Human FN-fluorescein
isothiocyanate (FITC) was a gift from Deane Mosher (University of
Wisconsin, Madison, WI). The Alexa Fluor 488, Alexa Fluor 568 and
the FluoReporter® FITC Protein Labeling Kits were purchased from
Molecular Probes (Eugene, Oregon) and used to tag both PGVAMF
and bovine FN according to the manufacturer’s instructions.
PGUVAMEF was biotinylated with long chain N-hydroxyl-succinimido-
biotin (Pierce, Rockford, IL) according to the manufacturer’s
instructions.

Cell culture

NIH-3T3 fibroblasts obtained from the American Type Culture
Collection (1658-CRL) were cloned for these studies (Benlimame et
al,, 1998). Fibroblasts differentiated from ES cells heterozygous
(FN*-) and homozygous (FN7-) for the FN mutation (Saoncella et
al., 1999) were obtained from Deane Mosher. The cells were grown
in a Dulbecco’s modified Eagle’s medium (DMEM) supplemented
with either 10% calf serum (NIH-3T3) or 10% fetal bovine serum
(FBS) (FN*- and FN”- fibroblasts), non-essential amino acids,
vitamins, glutamine and a penicillin-streptomycin antibiotics
(Canadian Life Technologies) at 37°C in a humidified 5% CO, 95%
air incubator. Where indicated, cover slips were coated with FN by
incubation with 200 .l of a solution of 10 pg ml~! of FN in PBS for
1 hour at room temperature and then washed three times with PBS
before plating the cells.

Viral infection

Recombinant adenovirus expressing the tetracycline-regulated
chimeric transcription activator (1TA), HA-tagged wild-type dynamin-
1 (dynWT), HA-tagged dominant negative dynamin-1 K44A mutant
(dynK44A) and T7-tagged clathrin hub (Cla-hub), under the control
of the tetracycline-regulated promoter were used as previously
described (Altschuler et al., 1998; Altschuler et al., 1999; Le et al.,
2002). To enhance infection rates, viral stocks of tTA, dynWT,
dynK44A and Cla-hub, were pre-incubated with 10 pg ml™! of poly-
L-lysine for 30 minutes at room temperature. Infection with only tTA
adenovirus was used as a control. NIH-3T3 cells were plated on glass
cover slips for 24 hours and rinsed once with PBS before addition of
the adenovirus/poly-L-lysine mixture in 2 ml of serum-free medium
for 1 hour at 37°C. After removal of the adenovirus mixture, the cells
were rinsed twice with serum-free media and then incubated for 36
hours in regular culture media.

Immunofluorescence labeling

Fifty-thousand NIH-3T3, FN*~ and FN-- fibroblasts were plated on
glass cover slips for 2 days before each experiment. For the PGVAMF
internalization studies, cells were pulse labeled with 5 or 25 g ml™!
of biotinylated PGI/AMF (bPGI/AMF) or Alexa-568 conjugated
PGUVAMF (PGIVAMF-568) in bicarbonate-free, 100 mM HEPES-
supplemented (pH 7.4) complete medium (complete HEPES medium)
or in bicarbonate-free, 100 mM MES-supplemented (pH 5.0)
complete medium for the indicated times at 37°C. Where indicated
cells were pretreated with 10 pg ml~! heparan sulphate proteoglycan
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or 1 hour, competed with excess (100 wg mi™") PGI/AMEF, or co-
incubated with 10 wg ml™' fluorescein conjugated fibronectin (FN-
FITC). Cells were washed with complete HEPES medium and PBS
(pH 7.4) supplemented with 0.1 mM Ca®* and 1 mM Mg?* (PBS-CM)
and then fixed with 3% paraformaldehyde for 15 minutes at room
temperature. After fixation, cells were rinsed extensively with PBS
and permeabilized with 0.1% Triton X-100 in PBS-CM containing
0.5% BSA (PBS-CM/TX/BSA) for 15 minutes to reduce non-specific
binding. All washings and incubations with both primary and
secondary antibodies were done with PBS/CM containing 0.2% BSA
(PBS-CM/BSA). Postfixation labeling was performed with Texas
Red-streptavidin to label bPGI/AMF or with the indicated primary
antibodies followed by the appropriate fluorescent secondary
antibodies. To follow the recycling of PGI/AMF, NIH-3T3 cells were
pulse labeled with 25 g mi™! of BPGI/AMF for 30 minutes at 37°C
in complete HEPES medium, washed with complete medium during
10 minutes and then incubated with Texas Red-streptavidin at 37°C
or at 4°C for 30 minutes. The cells were washed extensively with
complete HEPES medium and PBS-CM before fixation with 3%
paraformaldehyde and permeabilization with PBS-CM/TX/BSA.
Intracellular bPGI/AMF was then labeled with FITC-streptavidin for
30 min. After labeling, the cover slips were mounted in Airvol (Air
Products Inc, Allentown, PA) and viewed with the 60X Plan
Apochromat objective of a BioRad MRC-600 or the 63X Plan
Apochromat objective of a Leica TCS-SP1 confocal microscope
equipped with 488, 568 and 633 laser lines.

From 8-bit confocal images, acquired with the 63X objective of the
Leica TCS SP1 confocal microscope at zoom 1, of cells double
labeled for PGI/AMF-568 and FN, cell- and FN-fibril associated
fluorescence intensity were quantified using Northern Eclipse
software (Empix Imaging, Mississauga, Ontario). For each
experiment, using the most intensely labeled PGI/AMF-568 slide,
gain and offset were adjusted (glowoverunder) to just below saturation
and just above zero intensity, respectively, and all images were
subsequently acquired with the same confocal settings. From 10
images per condition, non-cellular regions were cut and total
fluorescence intensity of the PGI/AMF-568 label determined.
Subsequently, a Boolean AND operation was performed between the
PGI/AMF-568 labeled image and the FN image and the fluorescent
intensity of only the PGI/AMF-568 positive pixels that overlapped
with FN labeled pixels quantified from each image to provide a
measure of the PG/AMF labeling that overlapped with FN fibrils.
Presented data represent the average of at least three independent
experiments (xs.e.m.) and statistical analyses were performed using
the Student’s ¢-test.

Photobleaching fluorescence resonance energy transfer
(FRET)

Photobleaching FRET analysis was performed on fixed cells by
measuring donor fluorescence intensity before and after destruction
of the acceptor by photobleaching. NIH-3T3 cells were incubated with
FN-488 for 30 minutes at pH 7.5 in complete medium and then for
30 minutes with PGI/AMF-568 at pH 7.5 or at pH 5 in bicarbonate-
free medium at 37°C. Incubations with only FN-488 or PGI/AMF-
568 or with FN-488 and FN-568 at pH 7.5 served as controls. Cell
were washed with PBS/CM and fixed with 3% paraformaldehyde and
the cover slips were mounted in Airvol. Images were collected and
analysed on a Leica TCS-SPl confocal microscope (Leica
Microsystems, Germany) equipped with a 63X Plan Apochromat
objective, an argon laser for 488 nm excitation, a krypton laser for
568 nm excitation and data analysis software to quantify the intensity
of the fluorescence.

The measured FRET efficiency was calculated using the technique
of acceptor photo-bleaching. First, single scan images at zoom 1X of
donor (Alexa-488) and acceptor (Alexa-568) were collected with a
pinhole of 1 Airy unit. Then, the acceptor was bleached in the zone

Sequestration of PGI/AMF by fibronectin 4177

of interest with the Krypton 568 laser at high intensity for 20 frames
over 32 seconds 395 milliseconds such that the acceptor was photo-
bleached by 60% to 90%. New single scan images at zoom 1X were
then acquired simultaneously for both the donor and the acceptor. The
sample was not bleached to 100% to avoid oxidation of the sample
and bleaching of the donor. Donor and acceptor fluorescence intensity
in the bleached window were quantified before and after bleaching of
the acceptor. Percentage FRET and bleach efficiency were calculated
from donor or acceptor fluorescence intensity measured before and
after photobleaching of the acceptor according to the equation
[%FRET:(Dafler_Dbefore)/Daﬁer] where Dbcfore and Da!le.r represent the
emitted intensity of the donor or acceptor fluorescence collected
specifically in the bleach region before and after the photobleaching,
respectively (Kenworthy, 2001; Wouters et al., 2001).

Fluorescence plate reader assay

NIH-3T3 cells were plated at a density of 5000 cells per well on 96-
well plates and cell-containing wells and wells coated with soluble
FN at various concentration were fixed with 3% parafomaldehyde,
rinsed extensively and labeled with anti-FN and Alexa488 anti-rabbit
secondary antibodies to determine the concentration (20 pg ml~') of
soluble FN that generated an equivalent signal to that of cell
associated FN fibrils. Subsequently, empty wells, NIH-3T3 cell
containing wells and wells coated with 20 wg ml~' FN or BSA were
incubated in parallel with 25 wg mi~! PGUAMF-FITC for 30 minutes
at pH 7.5 or pH 5.0, rinsed, fixed and then labeled with anti-FITC and
Alexa488 anti-rabbit secondary antibodies. Fluorescence intensity of
the labeled wells was measured using a Bio-Tek FL600 fluorescence
plate reader.

Wound healing motility assay

FN*- and FN-" fibroblasts were plated on 35 mm plastic dishes for
2 days at 37°C in a humidified 5% CO, 95% air incubator in complete
DMEM until confluency. The monolayer was wounded by scraping
from the middle of the plate followed by incubation of the cells in
regular medium supplemented with 25 pg ml™' PGI/AMF, as
indicated, for 14 hours or for 30 minutes at pH 7.5 or pH 5 and then
washed and incubated in regular medium for 13.5 hours. In some
cases, the cells were pretreated with 10 pg ml™' HS for 60 minutes at
neutral pH before addition of PGI/AMF at pH 5 for 30 minutes. Cells
were fixed and images collected with a 10X objective of an Olympus
IX71 microscope. Images were analysed and cell motility quantified
with ImagePro image analysis software by measuring the distance
from the scrape of the 10 most motile cells for 4 fields of each
condition.

Results

Direct interaction of PGI/AMF with FN at acid but not
neutral pH

To determine the specificity of PGAMF-FN interaction, we
studied PGUVAMF endocytosis and recycling in FN™-
fibroblasts. Compared with heterozygous FN*~ fibroblasts, FN
homozygous mutated FN~~ fibroblasts do not express FN
fibrils on the cell surface (Fig. 1). Some FN did associate with
the cells, apparently from FN present in the serum, but did not
form fibrils. Following a 30 minute pulse with PGVAMF
conjugated with Alexa 568 (PGI/AMF-568), internalized
PGI/AMF-568 is localized to punctate vesicular structures
corresponding to multivesicular bodies (MVBs) (Le et al.,
2000) in both cell types. However, a fibrillar distribution of
PGI/AMF was observed only in the FN*~ cells where it co-
localized with cell surface FN fibrils (Fig. 1A-F). Similarly,
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FN+/-
pH7.5

FN-/-
pH 7.5

FN+- |
pH 5 M

FN-/-
pH S

Fig. 1. PGI/AMF binding to cell surfacc fibrils requires FN
expression, FN*"* (A-C.G-I) and FN*/ (D>-F.J-L) fibroblasts were
plated for 2 days on glass cover slips. The cells were incubated with
25 g ml ' PGI/AMF conjugated to Alexa-568 (PGI/AMF-568) for
30 minutes at 37°C in medium bulfered to pH 7.5 with Hepes (A-F)
or 1o pH 5.0 with MES (G-L) and then fixed with 3%
paraformaldehyde. PGI/AMEF-568 labeling is shown in red
(A.D.G.J) and FN labeled with mouse anti-FN mAb and Alcxa-488
conjugated anti-mouse secondary antibody shown in green
(B.E.H.K). Merged images show co-localization of the two in
yellow (C.F.I.L). Bar, 10 pm.

PGI/AMF exhibited increased association with FN fibrils of
FN*~ cells at pH 5 (Fig. 1G-I). However, for FN"" cells.
endocytosis is blocked by acid pH and a fibrillar association of
PGI/AMF was not observed (Fig. 1J-L). The cell surface
fibrillar association of PGI/AMF is therefore highly specific for
FN expression at neutral and acid pH.

We subsequently determined whether PGI/AMF binds to
soluble FN using a fluorescent plate reader assay. To compare
PGI/AMEF labeling to soluble FN with that of cell associated
FN, a soluble FN concentration (20 wg ml™") that generated
an equivalent fluorescent signal using anti-FN antibody
relative to plated NIH-3T3 cells was determined (Fig. 2A). At
pH 7.5. PGI/AMEF-FITC did not exhibit detectably increased
binding to soluble FN or to NIH-3T3 cells relative to control
wells left empty or coated with an equivalent concentration of
BSA. Binding to FN at pH 5 was detectable and was
essentially equivalent to PGI/AMF binding 1o NIH-3T3 cells
(Fig. 2A) indicating that at acid pH. PGI/AMF binds to soluble

N. Due to the limited sensitivity of the assay, we were unable
to detect PGI/AMEF-FITC binding at pH 7.5 and therefore
assessed whether at neutral pH PGI/AMEF selectively interacts

A 100 —
090 Substrate
8 asu [ ] empty
-
@ 070 OBsA
5 060
£ ok EFN
2 a0 O NIH-3T3
'g 030 T ;
‘_EJ‘ 020 T
@ 010 1
000
h pH75S pH 5.0
30minPT  pH75 PHSO A MEFITC saMEFTC  None
Labeling anti-FITC anti-FN

Fig. 2. Binding of PGI/AMF 1o dimeric FN at neutral and acid pH.
The fluorescent signal due to binding of PGI/AMF-FITC to uncoated
wells of a 96-well plate, to wells coated with 20 wg ml™' BSA or FN,
or to wells plated with NIH-3T3 cells was amplified by anti-FITC
and Alexa488 anti-rabbit secondary antibodies and measured with a
fluorescence plate reader (A). Absolute relative fluorescence values
were normalized to maximal values and binding at pH 5 and pH 7.5
in the presence or absence of PGI/AMF-FITC was determined. To
assess relative FN levels in the wells containing soluble FN or NIH-
3T3 cells. parallel wells were labeled with anti-FN and Alexa488
anti-rabbit secondary antibodics (=s.e.m.. n=4). Aliecrnatively, NIH-
3T3 cells were plated for 2 days on cover slips coated with 20 pg

ml ! of FN. The cells were then incubated with 235 pg ml"'
bPGI/AMEF for 60 minutes at 37°C. Afler fixation with 3%
paraformaldehyde. bPGI/AMFE was revealed with Texas Red-
streptavidin (B) and FN labeled with mouse anti-FN mAb and Alexa-
488 conjugated anti-mouse secondary untibody (C). bPGI/AMF
appcars in red and FN in green and co-localization of the two appears
in ycllow in the merged image (D). PGI/AMF binds selectively to the
{ibrillar form of FN in NIH-3T3 cells plated on a FN substrate. Bar.
20 pm.

with fibrillar forms of FN by immunofluorescence microscopy
of NIH-3T3 cells on FN coated cover slips. After 48 hours
culture, both an elaborate fibrillar network of FN as well as
substrate-associated FN are visualized (Fig. 2C). After
incubation with 25 wg ml™' of bPGI/AMF for 60 minutes at
pH 7.5. confocal images show that bPGI/AMF is incorporated
into MVBs and co-localizes preferentially with FN fibrils and
not the non-fibrillar FN substrate (Fig. 2B-D).

To determine the nature of the association between
PGI/AMF and FN at both neutral and acid pH. we performed
FRET analysis by acceptor photobleaching of NIH-3T3 cells
incubated for 60 minutes with PGI/AMF-568 and FN-488 at
either pH 5 or pH 7.5 (Fig. 3). While a FRET efficiency of
~14.6x1.5% was detected for interaction between PGI/AMEF-
568 and IFN-488 at pH 5. essentially no energy transfer was
detected at pH 7.5. The efficiency of transfer between
PGI/AMF-568 and FN-488 at pH 5 was significant and
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ig. 3. FRET analysis shows the direct Acceptor PGI-568 Donor FN-488

interaction of PGI/AMF and FN at pH 5 but . : . .
not at pH 7.5. NIH-3T3 cells incubated with Before bleaching  After bleaching  Before bleaching After bleaching

FN-488 for 30 minutes at pH 7.5 in pH 7.5
complete HEPES-buffered medium were

then incubated with PGI/AMF-568 for 30

minutes at 37°C at either pH 7.5 in complete
HEPES-buffered medium (A-D) or at pH 5

in complete MES-buffered medium (E-H),

washed with PBS/CM, fixed with 3%

paraformaldehyde and the cover slips pH5 &
mounted in Airvol for confocal :
photobleaching FRET analysis. Single scan
images before bleaching of the acceptor
PGI/AMF-568 (A E) and donor FN-488
(C,G) were collected and then the acceptor
was bleached to 60% to 90% in the zone of T
interest (indicated by the box). New single | '

scan images were then acquired pH  Donor Acceptor ~ Numberof  %Bleach+ SEM  %FRET  SEM

simultaneously for both the donor (B,F) and Cells (** p<0.01)
the acceptor (D,H). Donor images are 7.5 FN-488 PGI-568 29 7751 1.2 1.02£ 0.8
presented in pseudocolor (see bar to right) 75 PGI-568 15 69.2+35 0.22+1.6 ns
to highlight increased donor fluorescence 7.5 FN-488 22 0.56+2.9 156+ 0.4 ns
after acceptor photobleaching. The extent of 7.5 FN-488 FN-568 19 714+22 M11£14 w
bleaching (% bleach) and increased donor 5  FN-488 PGI-568 30 69.2+28 14615 »
fluorescence (% FRET) in the bleached S Endss PGI-568 g .2_769 31 061 %g ns
region was quantified and is presented in == = St Az ns

table form (I) for FN-488 and PGI/AMF-

568 as donor/acceptor pairs at both pH 5 and 7.5. Negative controls include donor alone or acceptor alone at pH 7.5 or 5.0 and as a positive
control FRET between FN-488 and FN-568 was measured, as indicated. P values were determined by ANOVA relative to the FN-488 and
PGI/AMF-568 pair at pH 7.5.

corresponded to that obtained between FN-568 and FN-488.
No transfer was observed in the absence of acceptor or donor
indicating that the energy transfer is specific. The Foster radius
for Alexad88 and Alexa568, defining the distance at which
energy transfer is 50% efficient, is 62 A (Molecular Probes
website). At pH 5, PGYAMF and FN are therefore in close
proximity and directly interacting.

nat of © ' Science

PGI/AMF endocytosis is necessary for its association
with FN fibrils on the cell surface

We undertook to determine the extent to which PGI/AMF
association with FN fibrils requires prior receptor-mediated
PGI/AMF endocytosis and recycling. NIH-3T3 cells were
infected with an adenovirus expressing wild type dynamin-1
(dynWT), the dominant negative form of dynamin-I
(dynK44A) that blocks both clathrin-dependent and the

Fig. 4. PGI/AMF endocytosis is required for its association with cell
surface FN fibrils. NIH-3T3 cells were uninfected (A,B) or infected
for 48 hours with adenoviruses expressing wild-type dynamin-1I
(dynWT) (C,D), the dominant negative dynamin-1 K44A mutant
(dynK44A) (E,F) and the dominant negative clathrin hub (Cla-Hub) ARG v R
(G,H). The cells were then incubated with 25 u.g ml-! of PGVAMF-
568 for 60 minutes (A,C,E,G) and fixed with 3% paraformaldehyde.
Infection rates were from 50-80% and in the selected fields, all cells
were infected. Uninfected, dynWT and dynK44A infected cells were
Iabeling with mouse anti-HA antibody and goat Alexa-488 anti-

nouse secondary antibody to identify infected cells (B,D,F) and
clathrin hub infected cells were identified by labeling with mouse
anti-T7 antibody followed by labeling with goat Alexa-488 anti-
mouse secondary antibody (H). Bar, 20 pm.

ANESHECoy Hub
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“aveolae/raft-dependent endocytosis, or the clathrin hub that
blocks specifically clathrin-dependent endocytosis (Alischuler
et al.. 1998: Altschuler et al.. 1999: Le and Nabi. 2003).
Infection with dynWT does not affect the endocytosis and
recycling of PG/AMF-568 (Fig. 4A-D) however infection
with dynK44A or the clathrin hub prevents both PGI/AMF
uptake to MVBs and its association with cell surface fibrils
(Fig. 4E-H). To ensure that the reduced fibril association of
PGI/AMF in the infected cells was not due to decreased
FN fibrillogenesis, parallel cultures were incubated with
PGI/AMF-568 and then labeled for FN. DynK44A and clathrin
hub infected cells that presented reduced endocytosis of
PGU/AMEF-568 still express FN fibrils (data not shown)
indicating that the clathrin-dependent endocytosis of PGI/AMF
and recycling to the plasma membrane is a prerequisite for its
association with FN fibrils.

Co-incubation of cells with  biotinylated PGI/AMF
(bPGI/AMF) and FN-FITC allowed us to segregate PGI/AMF
internalization from FN fibrillogenesis. After 1(} minutes of co-
incubation, bPGI/AMF is localized essentially exclusively to
MVB35, as previously reported (Le et al.. 2000). while the vast
majority of cell-associated FN is incorporated into fibrils
(Fig. 5A-C). After 60 minutes co-incubation. bPGI/AMF is
localized to MVBs as well as to cell surface FN fibrils (Fig.
5D-F). The minimal presence of FN in PGI/AMF-positive
MVBs argues that interaction between bPGU/AMF and FN
occurs following delivery of PGU/AMEF 10 the cell surface.

IF this were the case. we should be able to capture recycling
PGI/AMEF at the cell surface. NIH-3T3 cells were pulse labeled
ith bPGI/AMF for 30 minutes and. after a 10 minute wash.
incubated with Texas Red streptavidin at either 37°C or 4°C
for a further 30 minutes (IYig. 6). When added to cells at 37°C.
bPGI/AMF  was internalized to intracellular vesicular
structures that co-localized with bPGI/AMF labelled after

nal of ~ “!| Science

Fig. 5. PGI/AMF and FN do nol co-intermalize and interact at the cell
surlace. NIH-3T3 cclls were co-incubated with 25 pgml |
bPGI/AMF and 10 wg m! ' FN-FITC for 10 (A-C) or 60 (D-F)
minutes at 37°C. The cells were then fixed with 3%
varaformaldehyde and bPGI/AMF was revealed with Texas Red-
streptavidin (A,D) and FN with anti-FN mAb and Alexu-488
conjugated secondary antibodics (B.E). Colocalization of the two
appears in yellow in the merged 1images (C.F). Bar. 10 pm.

fixation with FITC-streptavidin - (Fig.  6A-C). However,
following incubation at 4°C. Texas Red streptavidin added to
viable cells was observed to bind only to cell surface fibrillar
structures (Fig. 6D-F). In the absence of a prior bPGIVAMF
pulse. Texas Red streptavidin was not observed to label the
cells (Fig. 6G-1). bPGI/AMEF that has recycled to the plasma
membrane can therefore undergo another round of endocytosis.

Acid-dependent sequestration of PGI/AMF cytokine
activity by FN

HS ix implicated in ECM-mediated sequestration of multiple
cytokines (Vlodavsky et al.. 1996) and has been shown to bind
specifically to matricryptic sites in FN (Homandberg et al..
1985). To determine if HS is involved in the association of
PGI/AMF with FN fibrils. NIH-3T3 cells were pretreated with

Fig. 6. Endocytosed bPGI/AMF can undergo more than one cycle of
endocytosis. NIH-3T3 cells were incubated with 25 wg ml !
bPGI/AMF 1n complete medium (A-F) or with complete medium in
the ubsence of bPGI/AMEF (G-1) for 30 minutes at 37°C. The cells
were then washed three times with complete medium and then
incubated 30 minules with Texas Red-streptavidin (SA-TR) at 37°C
(A-C. G-I) or a1 4°C (D-F). Cells were fixed with 3%
paraformaldehyde. permeabilized with 0.1% Triton X-100. and
lubeled with FITC-streptavidin (SA-FITC) o detect endocytosed
bPGI/AMEF that had not been bound by Texas Red-streptavidin
(B.E.H). Texas Red (red) and FITC-streptavidin (green) conlocal
images were merged and conlocal co-localization appears in yellow
(C.E.I). When added at 37°C (A-C) but not at 4°C (D-F). Texas Red-
streptavidin can be seen 10 label PGI/AMF positive MVBs and was
therefore capured for a second round of endocytosis by recycling
bPGI/AMF. Bar. 10 pm.



arious concentrations of HS (1-100 wg ml™) and then
incubated with PGI/JAMF-568. At neutral pH, the addition of
HS did not affect the total cellular association of PGIVAMF
across a range of HS concentrations (Fig. 7A). Specific
association of PGIY/AMF with FN fibrils was not affected by
the presence of 10 g ml™ HS and pre-incubation with HS did
not influence PGI/AMF endocytosis to MVBs (Fig. 7B).
However, when NIH-3T3 cells pretreated with HS (at pH 7.5)
were incubated with PGIAMF-568 at pH 5.0, the cellular
association of PGI/AMF was increased in a dose-dependent
manner with maximal binding at 10 ug ml~' HS (Fig. 7A). The
increased cellular binding of PGI/AMF in the presence of HS
could be competed with an excess of PGI/AMF indicating that
this interaction is saturable (Fig. 7C). Quantification of the
overlap of PGI/AMF labeling with FN fibrils showed that
specific interaction with FN fibrils was only slightly increased
and not competed by excess PGVAMF (Fig. 7C). In the
presence of HS, PGI/AMF was seen to exhibit a punctate
distribution that did not co-localize with FN or FN fibrils (Fig.
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7C). In FN7" cells, HS still stimulated the cell surface
association of PGI/AMF-568 at acid pH and the HS-dependent
cell surface binding of PGI/AMF was not fibrillar but rather
punctate in nature (Fig. 7D). HS therefore mediates an
alternate, FN-independent mechanism for the cell surface
association of PGI/AMF at acid pH.

The identification of two mechanisms for PGI/AMF cellular
interaction at acid pH led us to determine whether acid-
dependent sequestration of PGI could promote cell motility
upon pH neutralization. Using a wound healing assay, FN™~
cells were observed to migrate more slowly than FN*~ cells
and both celi types responded to the addition of PGI/AMF over
a 14 hour period by exhibiting increased motility while
pretreatment with HS for 60 minutes did not affect cell motility
(Fig. 8). We subsequently treated the cells after wounding for
30 minutes at pH 7.5 or at pH 5 with PGIYAMF, washed the
cells and determined the impact of the treatment on migration
over a subsequent 13.5 hour period in regular medium. A 30
minute treatment with PGI/AMF at pH 7.5 did not affect cell
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Fig. 7. Heparan sulPhaLe stimulates FN-independent binding of PGI/AMF at pH 5. (A) NIH-3T3 cells were left untreated or treated with 1, 10,

HS for 30 minutes at 37°C and then incubated for 30 minutes at 37°C with 25 pg ml™' PGI/AMF-568 in HEPES adjusted
medium at pH 7.5 or 5 pg ml™' PGI/AMF-568 in MES adjusted medium at pH 5. Representative images show PGI/AMF-568 labeling in red
and FN labeling in green in NIH-3T3 cells at pH 7.5 (B) or pH 5 (C) and PGIVAMF-568 labeling in FN~~ cells (D) in control cells and cells
ireated with 10 wg ml™' HS. Bar, 20 wm. The bar graphs in B, C and D present the quantification of the fluorescent intensity of total cell-
associated (Cell) and FN fibril-associated (FN) PGIVAME-568 in the absence (CTL; white bars) or following pretreatment with 10 ng ml-' HS
(+HS; green bars). In NIH-3T3 cells at pH 5 (C), PGVAMF-568 binding was competed for by incubating the cells with 100 pg ml™! of
unlabelled PGI/AMEF before addition of 5 p.g ml~! PG/AMF-568 in complete medium adjusted 1o pH 5 in the absence (CTL comp; grey bars)
or presence of 10 pg ml~’ HS (HS comp; dark green). PGI/AMF-568 fluorescent intensity was quantified from 10 random images per condition
and the data normalized to the condition presenting the maximum intensity (xs.e.m.; n=3; P<0.01).
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N B FN+/-
g 14
Fig. 8. Acid-dependent sequestration of PGUAMF by FN © 13-
stimulates cell motility. Confluent monolayers of FN*/- 5 g 1.2
(blue bars) and FN~~ (green bars) cells were grown for 1 ER-EEE
day in regular medium, wounded by scraping and cell B E ’
migration from the wound measured after 14 hours. The = e
scraped monolayers were treated with 25 jug ml-! PGVAMF g 0.9 1
for the complete 14 hour period or treated for 30 minutes s 08
with the same concentration of PGI/AMF at pH 5 or 7.5 and Loz
then rinsed and incubated in regular medium for the
remainder of the 14 hour period. Alternatively, cells were Pretreatment HS HS HS
pre-incubated with 10 g ml™' HS for 60 minutes and then 60’ 60" 60’
incubated with HS or HS plus PGI/AMEF for 30 minutes at AME AMF AMF - AMF
pH 5 prior to rinsing. The data was normalized to the Treatment 14h 00 300 30 30 30 30
migration of FN+/- cells in the absence of PGIJAMF or HS

(zs.e.m.; n=3).

motility however addition of PGI/AMF at pH 5 selectively
enhanced the migration of FN*~ but not FN™ cells.
Preincubation with HS and subsequent addition of PG/AMF
stimulated only the migration of FN*~ but not of FN~ cells.
The acid-dependent sequestration of PGI/AMEF by FN but not
HS therefore promotes cell motility upon pH neutralization.

Discussion

Trafficking and FN interaction of PGI/AMF

PGI/AMF activation of its receptor activates a pertussis toxin
kensitive G-protein mediated pathway and downstream protein
kinase C (PKC), phosphatidylinositol 3-kinase (PI3 kinase),
MAP kinase kinase (MEK) and JUN kinase (JNK) signaling
pathways as well as the small GTPases rac and rho (Nabi et
al., 1990; Torimura et al., 2001; Tsutsumi et al., 2002).
PGI/AMF stimulation induces the rearrangement of focal
adhesion proteins and induction of stress fibers as well as the
translocation of B1 integrins to the cell surface (Timar et al.,
1996; Torimura et al., 2001). PGI/AMF stimulates cell
adhesion and spreading of metastatic murine melanoma cells
(B16a) on a FN substrate (Timar et al., 1996) as well as the
incorporation of substrate FN into fibrils in low metastatic
K1735-Cll1 murine melanoma cells and its degradation by
high metastatic K1735-M1 cells (Silletti et al., 1998). AMFR
activation of downstream effectors, including rho-mediated
contractility (Tsutsumi et al., 2002; Zhong et al., 1998), is
therefore implicated in ECM reorganization during cell
motility.

PGI/AMF is internalized by its receptor via both clathrin-
and caveolae/raft-dependent pathways (Benlimame et al.,
1998; Le et al., 2000; Le et al., 2002; Le and Nabi, 2003). The
clathrin-dependent pathway targets MVBs and we have
previously shown that internalized PGI/AMF can recycle to
cell surface FN fibrils (Le et al.,, 2000). The ability of
adenoviral infection with both the clathrin hub and dynamin-1
K44A to prevent the association of PGI/AMF with cell surface
fibrils (Fig. 4) shows that clathrin-dependent endocytosis and
recycling of PG/AMEF is a prerequisite for its association with
FN fibrils. PGI/AMF is internalized via both clathrin- and
'caveolae/raft-dependent pathways (Fig. 9) and these data are
consistent with the fact that inhibition of caveolae/raft-
dependent endocytosis with methyl-B-cyclodextrin does not

pH| 75

7.5 5 5 5 5

prevent fibril association of PGVAMF (Le et al., 2000). Co-
incubation of cells with both PGI/AMF and FN shows clearly
that after only 10 minutes FN is incorporated into fibrils while
PGI/AMF is endocytosed to endosomes (Fig. 5). Little to no
FN could be detected in PGI/AMF positive MVBs and it is
therefore unlikely that this recycling pathway is involved in FN
fibrillogenesis.

Many proteins interact with FN including multiple integrins
as well as ECM proteins such as collagen, fibrin,
thrombospondin, tissue transglutaminase and proteoglycans.
FN undergoes dramatic structural changes upon fibril
formation that reveal formerly cryptic protein binding sites
(Geiger et al., 2001; Pankov and Yamada, 2002). Fibrinogen,
thrombospondin-1 and transglutaminase associate specifically
with FN fibrils and their incorporation into the ECM is further
associated with fibril assembly (Dardik and Lahav, 1999,
Pereira et al., 2002; Verderio et al., 1998). PGI/AMF
interaction with FN at pH 7.5 is saturable and AMFR
associates with FN fibrils in NIH-3T3 cells (Le et al., 2000).
Our inability to detect FRET between PGI/AMF and FN (Fig.
3) and the required role for receptor recycling in PGVAMF
association with FN (Fig. 4) at neutral pH are consistent with
the AMFR-mediated interaction of PGI/AMF with FN.
Intraendosomal pH can acidify to pH 5.0-5.5 and receptor
recycling from endosomes is regulated by endosomal pH
(Marshansky et al., 2002; Tycko and Maxfield, 1982,
Yamashiro and Maxfield, 1984) such that acid-induced
changes of PGI/AMF conformation within the MVBs could
conceivably be involved in its interaction with FN upon
recycling to the cell surface. However, disruption of the
endosomal pH gradient with chloroquine was not observed to
affect PGI/AMF recycling to FN fibrils (data not shown).
Distinct mechanisms therefore mediate the interaction of
PGI/AMF and FN at neutral and acid pH.

The demonstration that PGI/AMF can recycle from MVBs
for more than one cycle argues that upon recycling to the cell
surface, the PGI/J/AMF-AMFR complex does not interact
directly with FN but can be reinternalized (Fig. 9). Plating cells
on a PGI/AMF-coated substrate inhibited cell motility and the
clathrin- but not the caveolae/raft-dependent uptake of
PGI/AMEF (Le et al., 2000) implicating the clathrin-dependent
PGI/AMF-AMFR recycling pathway in the regulation of
AMEFR signaling in cell motility. Reduced FN expression has
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progression (Hynes and Wyke, 1975; Olden and Yamada,
1977) and polymeric or superfibronectin inhibits tumor growth
and metastasis (Pasqualini et al., 1996; Yi and Ruoslahti,
2001). Sequestration of recycling PGVAMF-AMFR complexes
by association with FN fibrils may regulate the extent of
ligand-dependent AMFR signaling.

Acid-dependent sequestration of PGI/AMF

PGI/AMEF is an oligomeric protein whose enzymatic function
is dependent on dimer formation (Bruch et al., 1976) and
acidification to pH 5 is associated with loss of enzymatic
activity due to disruption of PGIVAMF oligomeric structure
(Amraei et al., 2003; Dyson and Noltmann, 1968). We have
previously shown that the acid-induced association of
PGI/AMF with FN is associated with both changes in the
tertiary structure of the protein and disruption of the oligomeric
structure of the protein (Amraei et al., 2003). The detection of
FRET between PGI/AMF and FN at pH 5 indicates that
interaction between the proteins is direct and supports a role
for the altered conformation of PGI/AMF at acid pH as a
mediator of its interaction with FN. While intramolecular
FRET has been described for FN (Baneyx et al., 2001; Baneyx
et al., 2002), we are not aware of any studies showing FRET
between FN and a FN-binding protein. Intermolecular FRET
between FN and PGI/AMF at pH 5 therefore demonstrates
clearly the direct protein-protein interaction between FN and a
cytokine.

The role of heparan sulphate proteoglycans in the
sequestration by the ECM of angiogenic factors, such as
VEGF, FGF2 and TGF-f, chemokines, such as interleukin-8
and platelet factor 4, and growth factors, including IGF-I and
TGF-B, is well established (Folkman and Shing, 1992;
Ruoslahti et al.,, 1992; Vlodavsky et al., 1996). Heparin-
mediated interaction with the ECM protects cytokines from
degradation by matrix metalloproteases and concentrates
cytokines for subsequent release upon matrix degradation
(Miao et al., 1996). HS selectively increases cellular PG/AMF
binding at acid and not neutral pH identifying HS as a cellular
eceptor for PGI/AMF under acidic conditions. Although FN
as two defined HS-binding sites (Homandberg et al., 1985),
the presence of HS does not enhance PGI/AMF binding to FN
fibrils and increases PGUAMF binding to FN7- cells. HS
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Fig. 9. The complex biology of PGI/AMF and its
receptor. At neutral pH, PGI/AMF binds its
receptor AMFR at the cell surface and can be
endocytosed via two different pathways:
caveolae/raft-dependent endocytosis to the
smooth ER (1) or clathrin-dependent endocytosis
to multivesicular bodies (MVBs) (2). Internalized
PGI/AMF can recycle from MVBs to the plasma
membrane (3) where it can undergo further
rounds of endocytosis and recycling (4).
Recycling receptor-ligand complexes can also be
sequestered via stable association with FN fibrils
(5). PGI/AMEF can also interact directly with
IGFBP-3 (6), an interaction that reduces its

v

L Mitochondria- cellular binding. At acid pH, endocytosis is
Multivesicular associated inhibited and PGUAMEF binds directly to FN
endosome smooth ER fibrils (7) or 10 heparan sulphate (HS) (8).
long been associated with transformation and tumor therefore mediates the FN-independent interaction of

PGL/AMF with the cell under acidic conditions. Acid-induced
conformational changes of PGI/AMF (Amraei et al., 2003)
therefore regulate both its binding to FN and to HS.
Similarly, calcium-dependent conformational changes in
thrombospondin mediate its interaction with both FN and
heparin (Dardik and Lahav, 1999).

We have therefore identified two acid-specific mechanisms
for the sequestration of PGI/AMEF: direct interaction with FN
and FN-independent binding to cell surface-associated HS.
Recently, insulin-like growth factor binding protein-3 (IGFBP-
3) was shown to interact with cell surface PGI/AMF and inhibit
both its cellular binding and its cytokine activity (Mishra et al.,
2004). Acid-dependent sequestration of PGI/AMF by FN is
shown here to stimulate cell motility upon pH neutralization.
By contrast, sequestration of PGI/AMF by receptor-mediated
recycling to FN fibrils at neutral pH or by HS at acid pH is not
associated with enhanced motility (Fig. 8). The amount of
additional PGI/AMEF that is cell-associated in the presence of
HS at acid pH is of the same order as that bound by FN (Fig.
7C) and why PGI/AMF sequestered at acid pH by FN and not
HS can be released in an active form to stimulate cell motility
is not clear. PG/AMF sequestered by FN at acid pH can
subsequently be internalized to MVBs upon pH neutralization
(Amraei et al., 2003) and release from FN may facilitate its
subsequent receptor-mediated endocytosis via the clathrin
pathway that promotes cell motility. Alternatively, interaction
with FN may serve to concentrate PGI/AMF monomers in such
a way that upon pH neutralization active dimers are released.

The extracellular microenvironment of tumors presents
variable pH ranging from 5.6-7.6 (Vaupel et al., 1989).
Ischemia is also associated with reduced interstitial pH and has
been measured as low as pH 5.5 in the ischemic cortex of
hyperglycemic rat brain (Nedergaard et al., 1991). Surface pH
measurements of osteoarthritic cells reported local pH values
of 5.5 suggesting that local pH values may be quite acidic
(Konttinen et al., 2002). While binding of PGI/AMF to FN is
strongest at pH 5, interaction with FN was also observed at pH
5.5 and to a lesser extent at pH 6 (Amraei et al., 2003). Hypoxia
is associated with local acidification and results in the
activation of hypoxia inducible factor 1 (HIF-1), a transcription
factor that induces transcription of genes coding for glycolytic
enzymes and angiogenic factors (Dang and Semenza, 1999),
including PGIVAMF (Niizeki et al., 2002; Yoon et al., 2001).
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ncreased expression of glycolytic enzymes and glycolysis
under hypoxic conditions would therefore result in the
increased secretion of PGI/AMF into an acidic milieu. The
specific sequestration of PGI/AMF and other angiogenic
cytokines, such as VEGF (Goerges and Nugent, 2003; Goerges
and Nugent, 2004), under acidic conditions may serve to
concentrate proangiogenic factors at sites of tissue damage to
promote angiogenesis towards the damaged region upon
resolution of the tissue insult.

Multiple pH selective mechanisms therefore exist for the cell
surface interaction of PGI/AMF. The cytokine function of
PGI/AMF is specific for the mammalian and not the bacterial
or yeast forms of this conserved glycolytic enzyme and was
evidently acquired evolutionarily (Amraei and Nabi, 2002).
The PGI/AMF receptor, AMFR, is a ubiquitin E3 ligase that
contains RING and CUE domains (Fang et al., 2001; Shimizu
et al.,, 1999). A database search for CUE domain-containing
proteins identified only a Caenorhabditis elegans homolog for
AMFR and metazoan AMFR was proposed to result from the
fusion of a yeast RING-finger-containing protein and Cuelp,
a ubiquitin scaffolding protein (Ponting, 2000). Acquisition of
PGI cytokine function and expression of its receptor may
have occurred coordinately early during the evolution of
multicellular organisms. The multiple cell surface interactions
of this ligand and elaborate trafficking of its receptor (Fig. 9)
may represent acquired mechanisms to regulate and harness the
cytokine function of this ubiquitous, circulating cellular
protein.
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4. Discussion

Dans la premiére partie de ma thése, nous avons pu voir I’importance du remodelage de la
matrice de la fibronectine dans la migration de cellules tumorales (Lagana et al., 2006). Ici, nous avons
mis en évidence que la liaison d’une cytokine, I’AMF/PGI, pouvait lier spécifiquement la matrice de
fibronectine sous forme de fibrilles et pouvait étre réutilisé comme stimulant de la motilité cellulaire
quand séquestré a pH acide et reldché a pH neutre. Beaucoup de protéines en dehors des intégrines
interagissent avec la matrice de FN. Par exemple, le fibrinogeéne, la thrombospondine-1 ou la
transglutaminase interagissent spé€cifiquement avec la matrice de FN et leur liaison est amplifiée avec
la fibrillogenése de la FN (Dardik and Lahav, 1999; Pereira et al., 2002; Verderio et al., 1998). Nos
résultats tendent 4 confirmer cette observation: en effet, les expériences d’ELISA montrent une
liaison beaucoup plus forte de I’AMF-FITC a une matrice de FN générée par les cellules NIH-3T3
qu’a la FN soluble révélant que le remodelage cellulaire de la FN amplifiait ses capacités de liaison de
cytokine. En guise d’autre exemple, le VEGF, une cytokine bien connue et impliquée dans les
processus d’angiogenése, posséde deux sites de liaison a la fibronectine : I’un disponible de maniére
constitutive et 1’autre exposé uniquement dans la forme allongée de la FN mettant en évidence
I’importance de la fibrillogenese de la FN dans les processus de migration cellulaire (Mitsi et al.,
2006).

Cette étude a également permis de mettre en lumiére la biologie complexe de ’AMF/PGI. A pH
neutre, I’AMF/PGI lie son récepteur et peut étre endocyté via deux voies parall¢les : I’'une dépendant
des cavéoles ciblant le récepteur vers un sous-domaine du réticulum endoplasmique lisse associé aux
mitochondries (Manuscrit N°3), ’autre dépendant des puits de clathrine et ciblant le récepteur et son
ligand vers les corps multivésiculaires (Fig.9, Manuscrit N°4). Ces derniers permettent le recyclage
vers la membfane plasmique pour une autre étape d’endocytose ou alors le complexe sera séquestré
par les fibrilles de fibronectine. Enfin, & pH acide, I’AMF/PGI lie directement les fibrilles de FN ou
I’HS. L’ AMF/PGI séquestré par les fibrilles de FN et relaché a pH acide permet de stimuler la motilité
cellulaire probablement car, 4 pH neutre, le complexe récepteur/ligand peut étre internalisé dans les
corps multivésiculaires (Amraei et al., 2003) et ainsi stimuler la motilité cellulaire. Ceci s’avere
particuliérement intéressant car ’environnement tumoral peut se révéler particuliérement acide avec
des pH allant de 5.6 & 7.6 (Vaupel et al., 1989). Des phénomeénes d’ischémie et d’arthrite sont
également associés a une baisse substantielle du pH (Konttinen et al., 2002; Nedergaard et al., 1991).
La liaison maximale de ’AMF/PGI a la FN a lieu & pH 5 mais reste trés élevée a pH 5.5 (Amraei et
al., 2003). Une suggestion tentante serait ainsi que la séquestration spécifique et dans des conditions
acides de ’AMF/PGI ou d’autres cytokines angiogéniques telles que le VEGF (Goerges and Nugent,
2004) servirait a concentrer ces facteurs au niveau de sites d’endommagement tissulaire. Ceci aurait
pour effet de promouvoir ’angiogenése en direction de la région touchée et ainsi permettre le

rétablissement de la perturbation tissulaire.
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D. MANUSCRIPT N°5: “THE GENE PRODUCT OF THE GP78/AMFR UBIQUITIN E3 LIGASE
CDNA IS SELECTIVELY RECOGNIZED BY THE 3F3A ANTIBODY WITHIN A SUBDOMAIN OF
THE ENDOPLASMIC RETICULUM”

1. Contexte et Objectifs

La caractérisation du récepteur AMFR a 7 domaines transmembranaires a, pour la majeure
partie, €té faite a ’aide de I’anticorps monoclonal 3F3A. Cependant, lors de la caractérisation du
récepteur, le clonage par expression a 1’aide de cet anticorps monoclonal généra une séquence
tronquée de ’AMFR codant pour un peptide de 323 acides aminés (Watanabe et al., 1991). Cette
séquence fut par la suite allongée dans la direction 5’ pour générer une séquence complete de
I’AMFR/gp78 codant pour un récepteur a 7 domaines transmembranaires de 643 acides aminés et
possédant a la fois un domaine Cue et un domaine RING dans sa queue cytoplasmique (Shimizu et al.,
1999). Les différentes études montrérent que 1’anticorps 3F3A était capable par exemple de mimer
I’action de son ligand AMF sur la motilité cellulaire mais de reconnaitre le récepteur a la surface de
cellules intactes démontrant que 1’épitope reconnu par le 3F3A se situait au niveau extracellulaire.
Or, la premiére séquence tronquée identifiée ne code que pour la queue cytoplasmique 3’ de ’AMFR
et ne contient aucun domaine extracellulaire (Shimizu et al., 1999; Watanabe et al., 1991). De ce fait,
la question évidente qui se posait était de savoir si le produit du géne AMFR était reconnu par
’anticorps 3F3A et correspond ainsi effectivement & I’AMFR. L’approche utilisée fut dans un premier
temps d’insérer I’ADNc de I’AMFR dans un vecteur d’expression pcDNA3.1 et de le fusionner au tag
FLAG du c6té N-terminal et/ou au tag GFP du c6té C-terminal, offrant du méme coup trois

constructions différentes.

2. Résultats principaux

~L’immunoprécipitation de la forme fusionnée au tag FLAG, avec ou sans la GFP en C-
terminale, 4 ’aide d’un anticorps anti-FLAG est reconnue par I’anticorps 3F3A par western-blot.

Les cellules transfectées avec la construction FLAG-AMFR ou la construction AMFR-GFP
présentent une augmentation significative du marquage obtenu avec I’anticorps 3F3A.

La forme fusionnée de I’AMFR ne colocalise pas avec le marquage obtenu par ’anticorps 3F3A
au niveau de la région centrale, périnucléaire du RE mais colocalise avec la région périphérique du
réseau du RE.

La visualisation de I’AMFR-GFP dans les cellules vivantes montre que la surexpression de
I’AMEFR relocalise la protéine vers le réseau du RE (marqué 4 1’aide d’une protéine retrouvée dans le
lumen du RE couplée a une mRFP) mais montre quelques différences laissant suggérer la présence

d’un domaine différent du RE.
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3. Manuscrit N°5

The gene product of the gp78/AMFR ubiquitin E3 ligase cDNA is selectively recognized by the
3F3A antibody within a subdomain of the endoplasmic reticulum
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Abstract

The receptor for the autocrine motility factor/phosphoglucose isomerase cytokine (gp78 or AMFR) has been extensively char-
acterized using the 3F3A monoclonal antibody. Cloning of AMFR identified a seven-transmembrane domain G-protein-coupled
receptor ubiquitin E3 ligase whose identity as AMFR was based on prior expression cloning with the 3F3A mAb that generated
a truncated sequence. We show here that the gp78/AMFR gene product is indeed recognized by the 3F3A mAb. The FLAG-tagged
AMFR immunoprecipitated with an anti-FLAG antibody was recognized by the 3F3A mAb in Western blot analysis and cells
transfected with AMFR exhibit increased labeling with the 3F3A mAb. The 3F3A mAb does not however recognize higher molec-
ular weight isoforms of AMFR. 3F3A labeling colocalizes with tagged AMFR in a peripheral ER network but does not recognize
FLAG- or GFP-tagged AMFR localized to a perinuclear ER domain that likely corresponds to misfolded forms of the protein re-
tained in the ER. These data indicate that 3F3A antibody binding is highly specific for a subpopulation of AMFR localized to an
ER subdomain. Coexpression of AMFR-GFP and a lumenal ER-targeted RFP presented extensive colocalization in living cells and
AMFR-GFP is concentrated in a basal ER network morphologically similar to that labeled by the 3F3A mAb in fixed cells. The
3F3A anti-AMFR mAb therefore selectively recognizes a subpopulation of expressed AMFR localized to a subdomain of the ER.
© 2004 Elsevier Inc. All rights reserved.

Autocrine motility factor (AMF), also neuroleukin or
maturation factor, represents a moonlighting cytokine
equivalent to phosphoglucose isomerase [1-4], whose
motility stimulation is mediated by a pertussis toxin sen-
sitive G protein [5,6]. The receptor for AMF was origi-
nally identified in B16-F1 melanoma cells by the ability
of the 3F3A monoclonal antibody (mAb), raised against
the gp78 glycoprotein [7,8], to mimic the motility stimu-
lating activity of AMF and by the ability of AMF-con-
taining extracellular medium to compete with the 3F3A
mADb for binding to gp78 [5]. Subsequent demonstration
that purified AMF bound directly to gp78 affinity puri-

* Corresponding author. Fax: +1-514-343-2459,
E-mail address:

0006-291X/$ - see front matter © 2004 Elsevier Inc. All rights reserved.
doi:10.1016/).bbrc.2004.06.089

fied with the 3F3A mAb definitively identified gp78 as
the AMF receptor or AMFR [9]. AMFR expression,
as determined using the 3F3A mAb, has subsequently
been associated with tumor malignancy and metastasis
and gp78/AMFR expression identified as a poor prog-
nostic factor for multiple tumor types [10-17]. Using
the 3F3A mAb, AMFR has been localized to a mito-
chondria-associated smooth ER domain [18-20] to
which AMF is delivered via a caveolae-mediated endo-
cytic pathway [21-23].

Expression cloning using the 3F3A mAb initially
identified a truncated sequence [24] that was subsequent-
ly extended in the 5' direction to generate a complete
gp78/AMFR sequence that codes for a seven-transmem-
brane domain G-coupled receptor containing Cue and
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RING finger domains in the cytoplasmic tail of the re-
ceptor [25]. The gp78/AMFR cDNA gene product was
subsequently shown to be an E3 ubiquitin ligase whose
substrates include the T cell receptor and ApoB lipopro-
tein [26,27]. Extensive evidence has shown that the 3F3A
mADb mimics the function of AMF stimulating cell mo-
tility and metastasis and that it recognizes cell surface
AMFR in intact cells arguing that it recognizes an extra-
cellular motif [5,9,21,22,28-33]. However, the truncated
sequence identified by expression cloning with the 3F3A
mADb [24] only codes for the 3’ cytoplasmic domain and
does not include the extracellular loops as reported by
Shimizu et al. [25] questioning whether the AMFR gene
product is recognized by the 3F3A antibody and there-
fore corresponds to the receptor for PGI/AMF.

We show here that immunoprecipitated FLAG-
tagged AMFR, with or without a C-terminal GFP tag,
is recognized by the 3F3A mAb and that cells transfect-
ed with N-terminal FLAG or C-terminal GFP-tagged
AMFR exhibit increased labeling with the 3F3A mAbD.
Transfected AMFR, detected with either anti-FLAG
antibodies or intrinsic GFP fluorescence, is localized to
a perinuclear ER region not labeled with the 3F3A
mAD as well as to a peripheral ER network labeled with
the 3F3A mAb that no longer presents the tubular, mi-
tochondria-associated distribution of the AMFR-labe-
led smooth ER of untransfected cells. Visualization of
transfected AMFR-GFP in live cells shows that
AMFR-GFP is distributed to the ER and is localized
to an ER network that resembles that seen in fixed cells.
These data therefore provide definitive evidence that the
AMFR sequence coding for a seven-transmembrane do-
main E3 ubiquitin ligase [25,26] codes for the gp78/
AMFR protein recognized by the 3F3A mAb. They

further show that the 3F3A mAb selectively recog- .

nizes a subpopulation of AMFR localized to an ER
subdomain.

Materials and methods

Antibodies, DNA constructs, and reagents. The monoclonal 3F3A
rat [gM mADb against gp78/AMFR was used in the form of concentrat-
ed hybridoma supernatant [5). Mouse anti-FLAG antibodies, anti-
FLAG-conjugated agarose beads, and rabbit anti-calnexin antibodies
were purchased from Sigma (Oakville, Ont.). Alexa-488-, 568-, and
647-conjugated secondary antibodies were purchased from Molecular
Probes (Eugene, OR). HRP-conjugated secondary antibodies and
rhodamine-red-X anti-rat IgM secondary antibody were purchased
from Jackson Immunoresearch Laboratories (West Grove, PA).
Anti-GFP antibodies were purchased from Clontech.

The 1.9kb open reading frame of mouse AMFR, kindly provided
by Avraham Raz (Karmanos Cancer Institute, Detroit), was inserted
into pcDNA 3.1 via the vector’s EcoRlI restriction site. To generate
N-terminal FLAG-tagged AMFR, oligonucleotides, containing the
FLAG sequence and the first amino acids of the AMFR coding se-
quence, were inserted into the plasmid using BamHI (upstream of
the start codon of AMFR) and Eco47IIl (downstream of the start
codon of AMFR) restriction sites to generate an N-terminal

FLAG-tagged AMFR sequence. To generate C-terminal GFP-tagged
AMFR, the AMFR and FLAG-AMFR sequences were amplified by
PCR and the PCR products were digested by restriction enzymes
EcoR1 (artificially produced site in the upper primer) and BamHI
(artificially produced site in the lower primer) and subcloned into the
pEGFP-NI plasmid (Clontech) for expression studies. The ss-mRFP-
KDEL plasmid, prepared and kindly provided by Erik Snapp
(NICHD, Bethesda, MD), includes the prolactin signal sequence
followed by mRFP-KDEL inserted into the C1 GFP Clontech vector
from which the GFP had been excised.

Cell culture and transfection. Cos-7 and MDCK cells were grown in
Dulbecco’s modified Eagle's medium supplemented with 10% fetal bo-
vine serum, vitamins, non-essential amino acids, glutamine, and peni-
cillin-streptomycin antibiotics (Canadian Life Technologies) at 37°C
in a humidified atmosphere with 5% CO,. Transfection was performed
with either Perfectin (Interscience) or Effectene (Qiagen) according to
the manufacturers’ instructions.

Cell lysates and anti-FLAG immunoprecipitation. Cos-7 cells were
washed with ice-cold PBS buffer, scraped from the plate in 25mM
Tris—HCI, pH 7.4, 2mM EDTA, and Complete-Mini protease inhibi-
tor tablets (Roche Diagnostics), and pelleted down by centrifugation
for 5min at 1600rpm. Pellets were solubilized in 25mM Tris—-HClI,
pH 7.4, 2mM EDTA, Complete-Mini tablets, 0.5% DDM, and
140mM NaCl using a syringe and 26G needle and rotated for
60min at 4°C. Samples were sonicated and then cleared by centrifuga-
tion for 60min at 40,000 rpm and supernatants added to anti-FLAG
resin were prewashed three times in 0.1 M glycine, pH 3.5, and twice
in 0.25M Tris, pH 7.4. After overnight incubation at 4°C on a mixer,
the beads were washed twice in solubilizing buffer, four times in the
same buffer containing less detergent (0.1% DDM), and once in
25mM Tris-HCl, pH 7.5. Immune complexes were removed from
the beads by adding Laemmli sample buffer at room temperature.
SDS-PAGE was then performed as indicated after 5min sample boil-
ing in a 95°C pre-heated block.

Samples were separated on 8% SDS-PAGE gels and blotted to ni-
trocellulose membranes (Amersham Biosciences) using a Mini-Protean
apparatus (Bio-Rad). The blots were blocked with 5% skim milk in
PBS and incubated with the appropriate primary antibodies and sec-
ondary antibodies conjugated to horseradish peroxidase. The labeled
bands were revealed by chemiluminescence using preflashed Kodak
X-Omat film. Prestained Kaleidoscope molecular weight markers were
purchased from Bio-Rad.

Immunofluorescence labeling. Fifty thousand cells plated for 24 h on
coverslips in 35mm dishes were transfected and after a further 24h
fixed with precooled (—80°C) methanol/acetone for 15min at
—20°C. The cells were then labeled for AMFR, calnexin, and the
FLAG tag with appropriate primary antibodies and Alexa-488, rhod-
amine red-X or Alexa-647-conjugated secondary antibodies, as indicat-
ed. All washings and incubations with both primary and secondary
antibodies were done with PBS/CM/BSA. After labeling the coverslips
were mounted in Airvol (Air Products and Chemicals, Allentown, PA).
Confocal imaging was performed on live cells cultured in a Lab-Tek
chambered coverglass system (Nalge Nunc International) maintained
at 37°C in bicarbonate-free, Hepes-buffered medium that did not con-
tain phenol red. Fluorescently labeled cells were visualized with a Leica
TCS-SP1 confocal microscope using 63x or 100x planapochromat
objectives.

Results

Mouse AMFR cDNA was tagged with an N-terminal
FLAG epitope (FLAG-AMFR) or with both an N-
terminal FLAG epitope and a C-terminal EGFP
(FLAG-AMFR-GFP). Western blotting revealed that
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both constructs were recognized by anti-FILAG and the
3F3A anti-AMFR mAb and migrate at the appropriate
molecular weights of ~80 and ~113kDa, the latter con-
sistent with the additional 25kDa of the GFP (Fig. 1A).
The FLAG-AMFR-GFP construct was also labeled
with anti-GFP antibodies (Fig. 1A). Immunoprecipita-
tion of FLAG-AMFR and FLAG-AMFR-GFP
from transfected Cos-7 cells revealed that following
anti-FLLAG immunoprecipitation, FLAG-AMFR is
recognized by the anti-AMFR antibody and FLAG-
AMFR-GFP by both anti-AMFR and anti-GFP anti-
bodies (Fig. 1B). The bands are specific as they are not
seen in untransfected cells where the minimal exposure
due to the high expression levels of transfected AMFR
limits detection of the endogenous protein. Higher mo-
lecular weight forms of transfected FLAG- and GFP-
tagged AMFR were detected with both anti-FLAG
and anti-GFP antibodies, as previously reported [26],
but not with the 3F3A anti-AMFR mAb.

Total
Cell

Lysate

FLAG-AMFR-GFP
FLAG-AMFR

FLAG-AMFR-GFP
FLAG-AMFR

190 |4

Anti-Flag

3IF3A anti-AMFR

Transient transfection of Cos-7 cells with FLAG-
AMPFR resulted in increased labeling with anti-rAMFR
antibody relative to adjacent untransfected cells (Figs.
2A and B). Similar results were obtained with C-termi-
nal-GFP-tagged AMFR (AMFR-GFP) indicating that
neither the nature of the tag nor its location is a determi-
nant of the increased recognition of the transfected cells
with the 3F3A anti-AMFR mAb (Figs. 2C and D). Sim-
ilarly, transfection of AMFR-GFP in NIH-3T3, HT-
1080, and MDCK cells also resulted in the increased
labeling of the transfected cells with anti-AMFR mAb
(Figs. 2E-J). In all the cell types, the 3F3A labeling of
the transfected cells no longer presented the tubular mi-
tochondria-associated smooth ER distribution typical
of untransfected cells [19] that can be observed in the
fainter 3F3A labeling of untransfected cells (Fig. 2, ar-
rowheads). Distribution of FLAG-AMFR and AMFR-
GFP in Cos-7 cells revealed a dense perinuclear labeling
that was labeled with antibodies to the rough ER marker

QQPQQ QQ];‘Q 9#
& «\o‘”f&} & &f &
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&
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Fig. 1. The 3F3A mAb recognizes FLAG- and GFP-tagged AMFR. Cos-7 cells either non-transfected (NT) or transiently transfected for 42h with
FLAG-AMFR or FLAG-AMFR-GFP, as indicated, were lysed and total cell lysates were Western blotted with anti-FLAG, 3F3A anti-AMFR or
anti-GFP antibodies, as indicated (A). Alternatively, cell extracts were immunoprecipitated (B) with anti-FLAG agarose beads (B) and the
immunoprecipitates were Western blotted with anti-FLAG, 3F3A anti-AMFR or anti-GFP antibodies, as indicated. Molecular weight markers are
indicated to the right of the gels and the migration of FLAG-AMFR (~80kDa), FLAG-AMFR-GFP (~115kDa), and the IgG band from the anti-

Flag beads is indicated to the left of the gels.
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Fig. 2. Transfected cells show increased labeling of AMFR as revealed
by 3F3A mAb. Cos-7 cells transiently transfected for 24 h with FLAG-
AMFR were fixed and double-labeled with anti-FLAG (A) and 3F3A
anti-AMFR (B) antibodies. Alternatively, Cos-7 (C,D), NIH-3T3
(E,F), HT-1080 (G,H), and MDCK (1,J) cells were transiently
transfected with AMFR-GFP (C,E,G,I), fixed and labeled with
3F3A anti-AMFR antibodies (D,F,H,J). Arrowheads show untrans-
fected cells that present the typical 3F3A tubular labeling of the
smooth ER.

calnexin but not with the 3F3A anti-AMFR mAb (Fig.
3). The 3F3A anti-AMFR mAb selectively labeled a pe-
ripheral ER network that was GFP fluorescent as well as
labeled for calnexin. Similarly, in transfected MDCK
cells, the 3F3A anti-AMFR mAb labeled a dense
peripheral ER network that was also labeled with en-
dogenous GFP fluorescence and calnexin labeling (Fig.
3). The 3F3A mAb did not label the denser GFP- and
calnexin-positive ER regions such that 3F3A labeling
permitted the visualization of a finer, more intricate
ER network.

To determine whether the ER distribution of AMFR
in fixed cells can also be visualized in live cells, MDCK
cells were cotransfected with AMFR-GFP and the lum-
enal ER targeted construct ss-mRFP-KDEL. Confocal
sections at various heights of the cell show that the
two ER constructs exhibit extensive colocalization in liv-
ing MDCK cells (Fig. 4), as observed for AMFR-GFP
with calnexin in fixed cells (Fig. 3). Nevertheless, distinct
regions of the ER are observed to contain predominantly
AMFR-GFP or only sssmRFP-KDEL. In particular, an
extensive reticular network on the basal surface of the
cell is observed that is labeled for AMFR-GFP (Fig.
4G) and that corresponds morphologically to the ER
network labeled in fixed cells with the 3F3A anti-AMFR
mAb.

Discussion

The demonstration here that the 3F3A antibody [5]
recognizes the seven-transmembrane domain receptor
E3 ubiquitin ligase cloned as gp78/AMFR [25,26] iden-
tifies this protein conclusively as the receptor for
AMF. Initial expression cloning of human AMFR using
the 3F3A mAbD generated a partial 3’ sequence [24] that
included only the cytoplasmic domain of the complete
AMFR sequence [25]. The fact that the complete se-
quence derived by extension of the. original truncated
cDNA is recognized by the 3F3A mAb demonstrates
that the initial expression cloning was valid. However,
the demonstrated ability of the 3F3A mAb to interact
with an extracellular motif of AMFR [5,9,21,22,28-33]
raises questions concerning the topology of the protein
[34] and the specific epitope recognized by the 3F3A
mAb that remain to be addressed.

The FLAG- and GFP-tagged AMFR constructs rec-
ognized by the 3F3A mAb are expressed at molecular
weights that correspond to those expected for AMFR
(~80kDa) and AMFR-GFP (~115kDa). Higher molec-
ular weight forms of the tagged proteins are also detect-
ed, as reported previously [26], however they are not
recognized by the 3F3A mAb. By immunofluorescence,
the 3F3A mAb labeling exhibited only partial colocali-
zation with anti-FLAG labeling or with intrinsic GFP
fluorescence of the transfected AMFR constructs. In
particular, transfected AMFR localized to the dense
perinuclear calnexin-labeled ER, that may correspond
to immature or misfolded newly synthesized protein un-
able to exit the ER, was not recognized by the 3F3A an-
ti-AMFR mAb. The 3F3A mAb is a conformation
specific antibody capable of stimulating cell motility that
competes with AMF for receptor binding [5]. It has been
extensively used to characterize AMFR expression both
in cultured cell lines and in tumor sections and 3F3A
labeling represents a prognostic marker for tumor pro-
gression in multiple tumor types [10-17]. The selectivity
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Fig. 3. The 3F3A mAb recognizes a subset of expressed AMFR localized to a subdomain of the ER. Cos-7 (A-M) or MDCK (N-R) cells were
transiently transfected for 24 or 42 h, respectively, with Flag-AMFR (A-D) or AMFR-GFP (E-R). The cells were fixed with methanol/acetone and
labeled with anti-Flag (A), anti-calnexin (CN) (B,F,J,0), and anti-AMFR (C,G,K.P) primary antibodies. followed by the appropriate Alexa-488,
-568 or -647 conjugated secondary antibodies. Triple merged confocal images present Flag-AMFR or AMFR-GFP in green, calnexin in red, and
AMFR in blue (D.H). Alternatively, merge confocal images present AMFR-GFP in green and calnexin (L,Q) or AMFR in red (M,R).

of 3F3A mAb recognition of AMFR indicates that in-
creased expression of AMFR detected with this anti-
body corresponds specifically to the expression of
correctly folded, conformationally active forms of the
receptor able to recognize its extracellular ligand. The
ability of overexpression of mouse AMFR by transfec-
tion to induce increased cell motility and tumor cell me-
tastasis confirms the functional significance of the
increased expression of this receptor in tumor progres-
sion [35].

In untransfected cells, the 3F3A mAD labels the plas-
ma membrane, caveolae, and smooth ER [18,21] and
AMF has been shown to be internalized via a caveo-
lae-dependent pathway to the smooth ER [21-23]. Previ-
ous studies using polyclonal antibodies or intrinsic GFP
fluorescence localized GFP-tagged gp78/AMFR to the

ER but not specifically to the smooth ER [26]. Similarly,
FLAG- and GFP-tagged AMFR exhibit extensive over-
lap with the ER, including the rough ER, labeled for
calnexin as well as with the lumenal ER directed protein
KDEL-RFP in live cells. While the fact that AMFR-
GFP is membrane associated and ss-mRFP-KDEL a
lumenal ER protein could impact on their differential
distribution, AMFR-GFP is nevertheless concentrated
in a ventral ER network that is morphologically equiv-
alent to the 3F3A-labeled network observed in fixed
cells. Select labeling of the peripheral ER network by
the 3F3A anti-AMFR mAb localizes the conformation-
ally active form of AMFR to an ER subdomain that
likely corresponds to the distinct smooth ER domain ex-
tensively characterized by labeling with the 3F3A mAb
[18-21,36]. The tubular distribution of 3F3A-labeled
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AMFR-GFP

KDEL-RFP

Merge

Fig. 4. AMFR-GFP distributes to an ER domain in living cells. MDCK cells were cotransfected for 24h with AMFR-GFP and ss-mRFP-KDEL
constructs. A confocal z-series of live cells was acquired at 37°C and images are presented at 1.4um (A-C) and 0.7 pm (D-F) above the bottom
section (G-I) located just above the coverslip. Sections between the nucleus and the cell substrate (G-I) show an extensive reticular network labeled

predominantly for AMFR-GFP.

AMFR, reflecting its localization to a mitochondria-as-
sociated smooth ER domain [19], is no longer observed
in cells that overexpress AMFR (Fig. 2). Overexpression
of ER proteins has been shown to impact on overall ER
morphology [37] and it is therefore possible that overex-
pression of AMFR during tumor progression impacts
on the expression and mitochondria-association of the
smooth ER domain defined by AMFR expression and
thereby on AMFR function as a ubiquitin ligase and
in tumor cell motility and metastasis.
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4. Discussion

Cette étude fut la premiére démonstration que I’anticorps généré par le Pr IR Nabi (Nabi et al.,
1990) reconnaissait effectivement le produit du géne cloné AMFR/gp78, un récepteur a 7 domaines
transmembranaires possédant une activité ubiquitin-ligase (Fang et al., 2001; Shimizu et al., 1999).
Ces résultats identifiérent également définitivement cette protéine comme le récepteur & I’AMF/PGI.
Cependant, le fait que I’anticorps 3F3A ait des capacités a lier le domaine extracellulaire de I’AMFR
(Benlimame et al., 1998; Le and Nabi, 2003; Nabi et al., 1990; Nabi et al., 1992; Silletti et al., 1991;
Timar et al., 1996), par exemple en entrant en compétition avec le site de liaison de I’AMF ou en
démontrant ses aptitudes a stimuler la motilité cellulaire, souléve la question de la topologie de cette
protéine et surtout de 1’épitope reconnu par 1’anticorps 3F3A.(Ponting, 2000). Alors que le clonage
complet de I’AMFR prédisait un récepteur a 7 domaines transmembranaires (Shimizu et al., 1999),
une analyse destinée a prédire les fonctions et domaines de protéines associées au RE utilisant un
algorithme différent prévoit I’AMFR comme un récepteur a 5, et non 7, domaines transmembranaires
(Ponting, 2000). Dans cette étude, I’analyse des séquences connues de I’AMFR chez les mammiféres
et chez C.elegans prédit une architecture identique a la protéine Der3p/Hrd1p, une protéine associée a
la retrotranslocation du RE chez Saccharomyces cerevisiae et dont le domaine RING est essentiel a sa
fonction dans ’ERAD (Bordallo and Wolf, 1999). L’AMFR n’est cependant pas I’homologue chez les
mammiféres de cette protéine de levure Der3p/Hrdlp mais sa récente implication dans les
phénomenes d’ubiquitination laisse supposer une fonction apparentée (Fang et al., 2001).

Par ailleurs, cette étude et celle présentée précédemment (Manuscrit n°3) démontrent que le
3F3A est un marqueur unique et distinct d’'un domaine lisse du RE spécifiquement associé aux
mitochondries et sensible aux variations intracellulaires et physiologiques de calcium. Le RE est une
organelle complexe dont I’organisation en domaines ainsi que sa morphologie apparait essentielle dans
son aptitude a effectuer ses multiples fonctions (Voeltz and Prinz, 2007). Un facteur limitant dans
I’étude des domaines et structures/fonctions du RE est la sensibilité de cette organelle a toute
surexpression de protéines résidentes qui engendre des différences de morphologie parfois drastiques
(Snapp et al., 2003). Bien qu’aucune indication précise existe sur la conformation de 1’AMFR
reconnue par le 3F3A, cet anticorps représente un outil précieux dans I’étude de ’association entre le

RE et les mitochondries.
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E. MANUSCRIPT N°6: “INTERACTION OF THE SMOOTH ENDOPLASMIC RETICULUM AND
MITOCHONDRIA.”
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Abstract

The ER (endoplasmic reticulum) is composed of multiple domains including the nuclear envelope, ribosome-
studded rough ER and the SER (smooth ER). The SER can also be functionally segregated into domains that
regulate ER-Golgi traffic (transitional ER), ERAD (ER-associated degradation), sterol and lipid biosynthesis
and calcium sequestration. The last two, as well as apoptosis, are critically requlated by the close associ-
ation of the SER with mitochondria. Studies with AMFR (autocrine motility factor receptor) have defined
an SER domain whose integrity and mitochondrial association can be modulated by ilimaquinone as
well as by free cytosolic calcium levels in the normal physiological range. AMFR is an E3 ubiquitin ligase that
targets its ligand directly to the SER via a caveolae/raft-dependent pathway. In the present review, we will
address the relationship between the calcium-dependent morphology and mitochondrial association of the

SER and its various functional roles in the cell.

Structural organization of the ER
(endoplasmic reticulum)
The ER is a continuous membrane system that consists of
multiple domains that perform different functions [1]. These
include translocation of secretory proteins across the ER
membrane, integration of proteins into the membrane, fold-
ing and modification of proteins in the ER lumen, synthesis of
phospholipids and steroids, detoxification, storage of calcium
ions in the ER lumen and their release in the cytosol as well
as segregation of nuclear contents from the cytoplasm [2].
The ER is composed of at least three morphologically
defined subcompartments: the nuclear envelope, the ribo-
some-studded RER (rough ER) and the SER (smooth
ER). The RER, involved in translation and translocation
of newly synthesized proteins across the ER membrane, is
distinguished by the presence of ribosomes and exhibits a
tubular and granular appearance compared with the more
convoluted and dilated SER [3]. The non-uniform distri-
bution of calcium-handling proteins, ranging from Ca?*-
dependent chaperones to calcium pumps, throughout the
ER is indicative of a complex subdomain structure within
the ER, beyond the presence of ribosomes, that regulates
protein synthesis and co-translational protein folding and
quality control [4]. The transitional ER, smooth extensions
of the RER, is involved in packaging proteins for transport
from the ER to the Golgi apparatus [5] and is enriched in
proteins required for this process {6]. ERAD (ER-associated
degradation) is associated with SER domains that can ex-

Key words: autocrine motility factor receptor (AMFR), calcium, endoplasmic reticulum-associated
degradation (ERAD), milochondrion, ryanodine receptor, smooth endoplasmic reticulum.
Abbreviations used: AMFR, autocrine motilily factor receptor; ER, endoplasmic reticulum; ERAD,
ER-associated degradation; ERGIC, ER-GOIgi intermediate compartment; HCV, hepatitis  virus;
HMG-C0A, 3-hydroxy-3-methylglutaryl-CoA; IP;, inositol (1,4,5)-trisphosphale; iP;R, IP, receptor;
MAM, mitochondrial-associated membranes; MOCK cell, Madin-Darby canine kidney cell; PACS-2,
phospho-acidic cluster sorting protein 2; RER, rough ER; RyR, ryanodine receptor; SER, smooth
ER; SERCA, sarcoplasmic,/endoplasmic-reticulum Ca?*-ATPase; SR, sarcoplasmic reticulurn,
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press components of the ERGIC (ER-Golgi intermediate
compartment) [7,8]. Expression of a more abundant SER
is associated with steroid hormone biosynthesis in various
endocrine cells, detoxification of hydrophobic substances in
the liver and calcium release and uptake in neurons and the
SR (sarcoplasmic reticulum) of skeletal muscle [2].

Membrane domain formation occurs by a combination
of hierarchical assembly processes and protein exclusion
[9]. For example, HMG-CoA (3-hydroxy-3-methylglutaryl-
CoA) reductase, an enzyme implicated in cholesterol bio-
synthesis, is found on both RER and SER membranes, but
its overexpression leads'to a crystalloid SER highly enriched
in HMG-CoA reductase [10]. Although many proteins are
uniformly distributed throughout the ER, other proteins
show a specific localization t the SER, such as epoxide
hydrolase, a liver enzyme whose induction is associated
with hyperproliferation of the SER induced by phenobarbital
treatment [11]. In steroidogenic cells, syntaxin 17 is abund-
antly expressed in the SER and forms complexes with
SNARE (soluble N-ethylmaleimide-sensitive fusion protein
attachment protein receptor) proteins that function in a
vesicle-trafficking step to the smooth-surfaced tubular ER
membranes [12]. Within the SR, at least two domains are
morphologically distinguishable: terminal cisternae contain-
ing RyR (ryanodine receptor) Ca?* release channels and
longitudinal tubules composed of the SERCA (sarcoplasmic/
endoplasmic-reticulum Ca?>*-ATPase) [13]. In cultured cells,
antibodies to AMFR (autocrine motility factor receptor; also
known as gp78) selectively label a SER domain (Figure 1) that
extends from RER tubules but is distinct from the ERGIC
and the calnexin-labelled ER [14-16].

Mitochondrial association of the ER

Contacts between the ER membrane and the mitochondrial
outer membrane have long been observed [17,18]and electron
tomography studies have more recently identified 15 nm



Figure 1| Anti-AMFR labelling is localized to a mitochondrial-
associated SER domain

(A) Paost-embedding immunoelectron microscopy with the 3F3A anti-
AMFR manoclonal antibody followed by 12 nm gold-conjugated anti-rat
secondary antibodies shows that most of the membrane-baund gold
particles are associated with SER compared with RER with variable
plasma membrane (PM) labelling in MDCK, NIH-373 and Hela cells.
(B) In both NIH-3T3 and Hela cells [abelled with the 3F3A anti-AMFR
antibady, the density of gold particles per wm membrane is enhanced
in SER and caveolae (Cav) relative to flat portions of the plasma
membrane (Flat PM) and significantly reduced in RER. Data taken from
[14,54]. {€) Representative anti-AMFR-Iabelled SER tubule in proximity
to mitochondria. Scale bar, 0.1 wm. Reproduced from The journal of
Cell Biology, 2000, 150, 1489-1498 by copyright permission of The
Rockefeller University Press.
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diameter sites of close contact between the membranes of
these two organelles [19]). Subcellular fractionation studies
identified ER membranes co-purifying with mitochondria
[20,21], and the specific ER compartment that interacts with

Non-Vesicular intracellylar Traffic
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mitochandria has been labelled MAM (mitachondrial-associ-
ated membranes) [22].

Compared with RER tubules, SER tubules, both un-
labelled and labelled for AMFR, are found preferentially
within 200 nm of mitochondria using electron microscopy,
corroborating the close association of the AMFR-labelled
SER domain and mitochondria observed by confocal micro-
scopy (Figure 1) [16]. In muscle, the ER in close contact
with mitochondria is usually de-enriched in ribosomes
and enriched in IP;Rs {IP; [inositol (1,4,5)-trisphosphate]
receptors} and RyRs [23]. It is now widely accepted that
ER sites of calcium release channels are localized to mito-
chondria-associated microdomains, generating high Ca?*
concentrations to enable calcium exchange between the two
organelles [24). Using organelle-specific calcium probes,
ER-mitochondria interaction was found to be stable and
indicative of the existence of specific, selective mechanisms
that regulate interaction between the two organelles [25). Co-
localization studies performed on oligodendrocytes showed
that mitochondria are found in intimate association with
sites possessing a high density of specific ER proteins, in
particular IP;R calcium release channels [26). Proximity of
calcium release channels to mitochondria has been established
in various cell types, including cardiomyocytes [27] and
pancreatic acinar cells [28], as well as in striated cardiac muscle
cells where RyR has been localized to the feet structures of the
SR membranes in clase apposition (37-270 nm) to mitochon-
dria [29]. Moreover, the SERCA ER Ca®* pump has also been
found to be in proximity to individual mitochondria [30].

The transfer of calcium between the two organelles regu-
lates cellular processes ranging from ER chaperone-assisted
folding of newly synthesized proteins to the regulation of
mitochondrial dehydrogenases involved in ATP production
and activation of Ca*~-dependent enzymes and signals that
induce cel] death programmes [31]. Cleavage by caspases of
BAP31 (B-cell-receptor-associated protein 31) to produce
p20 induces calcium transfer between ER and mitochondria,
recruitment of dynamin-related protein-1 inducing scission
of the outer mitochondrial membrane and fragmentation of
the mitochondrial network [32]). Numerous enzymes in-
volved in phospholipid biosynthesis are integral membrane
proteins of the ER, and physical apposition between ER and
mitochondria is important for the synthesis of various lipids
[33]. Phosphatidylserine synthase activity has recently been
shown to be calcium-dependent [34], revealing a link between
ER-mitochondria association, phospholipid synthesis and
calcium signalling. :

~ Regulation of SER-mitochondria

interaction

During maturation of hamster and Xenopus oocytes, in-
creases in cytosolic calcium concentrations correlate respect-
wely with restructuring of the ER and redistribution of
1P;R [35,36] and ER fragmentation [37]. Furthermore, arti-
ficial increases in cytosolic calcium concentrations caused
fragmentation of the ER, giving it a punctate appearance
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[38,39]. Even though artificial, those conditions reflect
physiological conditions as the increase in calcium concen-
tration occurring during fertilization induces a loss in the
continuity of the ER network [40]. Addition of rat liver
cytosol to digitonin-permeabilized MDCK (Madin-Darby
canine kidney) cells stimulates the mitochondrial dissociation
of the AMFR-labelled SER that is inhibited by increasing
free cytosolic calcium concentrations [16]. In intact cells,
a window of free cytosolic calcium concentration between
100 and 200nM promotes dissociation of the AMFR-
labelled SER from mitochondria. Moreover, stimulation of
IP;-sensitive calcium stores using ATP induced a transient
dissociation of SER and mitochondria, demonstrating that
the dissociation of the two organelles occurs in response to
physiological variations in free cytosolic Ca?* concentrations
(H. Genty, J.G. Goetz, R. Sauvé and LR. Nabi, unpublished
work). Therefore SER-mitochondria dissociation induced by
increases in calcium concentration could reflect physiological
conditions such as mitotic disruption of the ER. Increases in
cytosolic calcium concentration also inhibit mitochondrial
motility [41]. Co-ordinate regulation of both SER-mito-
chondria interaction and mitochondrial motility by increas-
ing cytosolic calcium levels may serve to regulate both spatial
and temporal aspects of intracellular calcium signalling.

The mechanisms that regulate ER-mitochondria inter-
action remain unknown. PACS-2 (phospho-acidic cluster
sorting protein 2) is a novel sorting protein whose depletion
results in mitochondrial fragmentation and uncoupling from
the ER [42]. PACS-2 regulates the amount of MAM-local-
ized lipid-synthesizing enzymes, ER homoeostasis and Ca?*
signalling as well as translocation of the pro-apoptotic
factor Bid, following an apoptotic stimulus, to mitochondria.
Disruption of the ER-mitochondria axis by PACS-2 deple-
tion leads to increased levels of the ER chaperone BiP
(immunoglobulin heavy-chain-binding protein) as well as
IP;R-stimulated calcium release, confirming that interaction
between the two organelles regulates ER homoeostasis [42].

A candidate mitochondrial receptor is the VDAC (voltage-
dependent anion channel; also known as porin), whose
expression enhances calcium transfer to mitochondria and
that has been localized to both ER and mitochondrial outer
membranes and is enriched in the zone of apposition [43,44].
ER candidate receptors include IP;R, RyR and AMFR that
are concentrated on mitochondrial opposed ER domains.
Interestingly, AMFR overexpression following transfection
results in loss of mitochondrial proximity of the AMFR-
labelled ER domain that may reflect saturation of a putative
mitochondrial receptor or reorganization and proliferation of
the SER [45]. gp78/AMER is an E3 ubiquitin ligase involved
in ERAD of various substrates such as CD3-8 [46], the
T-cell receptor and ApoB (apolipoprotein B) lipoprotein
[47] and HMG-CoA reductase [48]. gp78/AMFR physically
interacts with VCP (valosin-containing protein)/p97, an
AAA (ATPase associated with various cellular activities)
involved in dislodging the ubiquitinated proteins from the
ER and chaperones them to the cytosol [49,50]. ATP
hydrolysis is required by p97 to catalyse the release of
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ubiquitinated proteins to the cytosol and could be provided
by recruitment of p97 by AMFR to the mitochondria-asso-
ciated SER. p97 is involved not only in ERAD but also in ER
and Golgi fusion processes [51], and recruitment of p97 to the
SER by AMFR may serve to regulate the cellular distribution
and mitochondrial association of the SER. Interestingly, p97
complex formation with p47 is implicated in Golgi fusion
[52], whereas ilimaquinone, a fungal metabolite that induces
Golgi vesiculation [53], also induces increased fenestration of
the AMFR-labelled SER [15].

AMFR is a cell surface receptor localized at the cell

- surface to caveolae and internalized via a receptor-mediated

caveolae/raft-dependent pathway to the SER [54-56]. SV40
(simian virus 40) is also internalized via caveolae to the SER
[57,58]- IBV (infectious bronchitis virus) 3a is a membrane
protein expressed along SER membranes [59], and ER~mito-
chondria contact has recently been shown to mediate
mitochondrial transfer of the HCV (hepatitis C virus) core
protein during HCV infection [60]. Indeed, the interferon-
induced Mx anti-viral dynamin-related protein has been
localized to the SER [61]. Accessibility of the SER from
the plasma membrane argues that regulation of endocytic
access to this organelle, through receptor activation and a raft-
dependent pathway, could impact on SER-mitochondrial
interaction and on various cellular processes associated with
SER-mitochondria interaction including calcium-dependent
cell signalling, lipid biosynthesis, ERAD and apoptosis.
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