Cours du 8 janvier 15h-16h par Mme Mazerolles

RT : Janni Karijoki


Molécules d’adhésion et activation cellulaire
Ce cours traite du rôle de l’adhésion cellulaire et de la relation entre les molécules d’adhésion et l’activation. 
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Introduction
L’adhésion cellulaire a plusieurs rôles :
1- Intéraction physique entre les cellules:

->lymphocyte/cellules endothéliales…

->cellule cytotoxique (CTL)/cible

->lymphocytes T et les cellules présentatrices de l’antigène (CPAs +Ag ) (ex : lymphocytes B, cellules dendritiques, monocytes)

Cette interaction physique conduit ou non à l’activation du système immunitaire et à la réponse immunitaire.

2-Trafic et migration cellulaire
-> Mouvement des lymphocytes dans le tissu extravasculaire

-> Déplacement depuis les organes lymphoïdes secondaires vers les sites d’inflammation
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3-Hématopoïèse
Le développement des précurseurs T et B dans la moelle osseuse nécessite un contact entre les cellules progénitrices et le stroma. (Mais ceci ne fait pas du tout l’objet du cours.)
Il y a 4 grandes familles de molécules d’adhésion qui interviennent :

-intégrines

-membres de la superfamille des immunoglobulines

Ces 2 familles précédentes sont majoritaires.

-cadhérines

-sélectines

Puis il y a d’autres molécules d’adhésion n’appartenant pas à ces 4 grandes familles, mais elles sont minoritaires. Ex : CD44, DC-SIGN.

Les différents membres de ces familles interviennent ensemble ou séparément dans différentes étapes de la migration.
Exemple : déplacement d’un lymphocyte le long de l’épithélium vasculaire : interactions entre leucocyte et cellule endothliale.
Il y a ici intervention de plusieurs types de molécules :
-sélectines

-intégrines etc.

I-Membres de la super famille des Immunoglobulines

Ils s’appellent ainsi car structurellement ils contiennent des domaines « Ig like ».

Famille très vaste, puisque:

-Beaucoup de molécules des voies d’adhésion en font partie:CD2 /LFA-3, CD40/CD40L…

-Beaucoup sont les ligands de la famille des intégrines.
-Expression variable suivant le type cellulaire et l’état d’activation de la cellule.
Les molécules les plus connues de cette famille sont les molécules ICAMs. Autres représentants : N-CAMs, V-CAMs etc.

II-La Famille Principale: les intégrines.
1-Intégrines

Elles ont appelées ainsi car font la jonction entre l’extracellulaire et l’intracellulaire (protéines du cytosquelette).

Permettent les interactions:

-cellule/cellule 

-cellule/MEC
-cellule/pathogènes

Description :

(Membranaires,

(Hétérodimères : formées d’une chaîne ( et d’une chaîne (. Ont été décrites 18 chaînes ( et 8 chaînes ( qui permettent donc la formation de 24 intégrines différentes.

(Elles ne possèdent aucune activité enzymatique. Elles peuvent être associées à des kinases ou d’autres protéines à activité enzymatique mais elles-mêmes sont dépourvues d’activité enzymatique.
(Expression très large et variable selon le type cellulaire.
Grande variété d’intégrines mais ont toutes des motifs conservées :
-motif de cystéines sur la chaîne ( : Rôle possible pour la rigidité de structure tertitaire

-motif GFFKR sur la chaîne ( : Rôle possible dans le maintien de (( en position fermée, de faible affinité.
Il y a aussi les domaines I et I-like qui sont nécessaires pour la fixation du ligand. Une mutation de ces domaines empêche la fixation du ligand.

Il y a 3 grandes familles d’intégrines, suivant la chaîne ( impliquée (les chaînes ( les plus importants sont (1, (2 et (3) : 
-les intégrines impliquant les chaînes (1 s’appellent les VLA (Very Late Antigene) : impliquent 9 chaînes ( différents qui déterminent le numéro du VLA. Ex : (((( : VLA1 et (2(1 : VLA2 etc. Ce sont des récepteurs cellulaires des protéines de la MEC. Elles permettent l’adhérence lymphocytes T/cellule endothéliale. Elles ont un petit rôle également dans l’activation.
- les intégrines impliquant les chaînes (2 sont les principales et sont spécifique des leucocytes. Le principal élément de ce groupe est LFA-1. Elles sont responsables de la reconnaissance immunologique: Elles permettent l’adhérence avec les:

· monocytes

· lymphocytes

· polynucléaires

· cellules endothéliales

-les intégrines impliquant les chaînes (3 sont des cytoadhésines et on les trouve sur des plaquettes. Ce sont des récepteur plaquettaire :
-de la vitronectine

-de la fibronectine

-du fibrinogène...

2-Propriétés générales des intégrines:

La liaison intégrine/ligand dépend: 

-de l’énergie et de la température

-de la présence de cations divalents (magnésium, calcium etc.)

Les ligands des intégrines font en général partie de la superfamille des immunoglobulines (Igs) (ex : ICAMs, N-CAMs, V-CAMs). Mais ce n’est pas une règle générale puisqu’il y a également  des ligands solubles de la MEC tels que fibronectine, le collagène, le fibrinogène etc.
Une intégrine peut lier plus d’un ligand et un ligand particulier peut être reconnu par plus d’une intégrine.
Exemples :
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Plusieurs couples pourront agir en même temps. On parle de Cross-talk entre les différentes familles d’intégrines, rien n’est indépendant, tout est lié.

3-Rôle des intégrines

Réguler l’adhésion cellulaire pour la poursuite ou non de l’activation cellulaire.

1- Contact basal
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En absence d’activation de l’intégrine, il y a simplement un contact basal:

        ->Pas de poursuite du signal

        ->Détachement cellulaire, qui n’est pas un phénomène passif

2-S’il y a activation de l’intégrine, il y a :
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-> Renforcement du contact cellulaire
-> Modification de la forme cellulaire : la cellule s’étale pour augmenter la surface de contact.
Il y a alors poursuite du signal d’activation (=> prolifération, synthèse d’interleukines (Ils), différentiation…) pour répondre à tel ou tel antigène.

L’activation de l’intégrine est nécessaire pour maintenir l’adhésion: cela permet l’adhésion forte. S’il n’y a pas d’activation de l’intégrine, il n’y a pas d’adhésion renforcée.

4-Activation des intégrines.
Elle peut se faire de différentes façons :
-Par fixation
->de ligand spécifique présenté par des cellules ou la MEC,

->d’ions Mg2+, Ca2+, 

->de chémokines, cytokines 

->d’Ac spécifiques activateurs, 
-Par des signaux transmis par d’autres molécules qui sont présentes sur la cellule (par exemple des membres de la superfamille des immunoglobulines). Ici un exemple entre un lymphocyte T et une cellule présentatrice d’Ag (en l’occurrence une T4). Il y a intervention des molécules d’adhésion comme LFA-1, CD2, une intégrine de la famille (1 puis il y a un signal des co-récepteurs (ex : CD28 ou CD4) sur différentes molécules d’adhésion qui vont activer les intégrines ou les immunoglobulines et qui vont envoyer un signal à la molécule d’adhésion pour renforcer ou non l’adhésion entre les cellules.
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Donc on peut avoir activation des intégrines soit par fixation directe de certains ligands, soit par un signal envoyé par d’autres molécules d’adhésion.

III-Sélectines
1-Sélectines
Leur rôle principal est de gérer l’adhésion entre les leucocytes et l’endothélium vasculaire.

Elles permettent la localisation des leucocytes dans des tissus spécifiques, leur permettent de se diriger vers un signal d’infection. Contrairement aux immunoglobulines et aux intégrines, les sélectines ne permettent qu’une adhésion faible (rolling). Ce sont des glycoprotéines transmembranaires. Leurs ligands sont de type osidique: glycoprotéines, glycolipides.

Il y a 3 grands types de sélectines, nommées suivant leur localisation:

-P-sélectine : sur les plaquettes (après activation) et sur les cellules endothéliales. Permettent des intéractions avec des neutrophiles et des monocytes.

-E-sélectine : exprimée transitoirement sur les cellules endothéliales activées (>TNFa, IL1, LPS…).
-L-sélectine : exprimée constitutivement sur les lymphocytes: permet alors la domiciliation dans les ganglions    lymphatiques périphériques. Mais est exprimées également sur les neutrophiles et les monocytes et permet alors la migration aux sites inflammatoires.
2-Rôle des sélectines

Il y a roulement des lymphocytes sur l’endothélium grâce à des sélectines. En présence de signal, médié par des chémokines par exemple synthétisées lors d’une infection, le roulement de la cellule s’arrête. La cellule reconnaît les chémokines par des récepteurs aux chémokines puis des intégrines ou d’autres molécules d’adhésion vont intervenir pour stopper la cellule. Le couple LFA-1/ICAL-1 permet ici à la cellule de s’arrêter. Puis la cellule traverse l’endothélium et se déplace vers le lieu d’infection.
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Principalement les sélectines interviennent donc :

-Dans le homing des lymphocytes (L-selectine)

-Dans l’hémostase, la thrombose: rolling des plaquettes (P-selectine)

-Migration des lymphocytes vers les tissus enflammés (P-E-selectine) (décrit précédemment)

3-Signalisation des sélectines

Les sélectines peuvent être modulées :

-par des facteurs solubles
-par des contacts cellulaires

Leur dépendance au Ca2+ dépend du type de sélectine. La liaison L-sélectine/ligands entraîne une cascade de signaux intracellulaire.

4-Sélectines et cancer
Corrélation établie entre l’augmentation de l’expression des ligands des sélectines sur les cellules cancéreuses épithéliales et l’augmentation des métastases.

IV-Cadhérines
1-Cadhérines
Ce sont des protéines transmembranaires: N, P, R, B, E-cadhérines, etc. Plus de 100 types sont connues. Elles interviennent entre cellules épithéliales au niveau de jonctions telles que tight junctions, jonctions adherens, desmosomes. Elles régulent le passage des solutés, des lymphocytes etc. Elles participent également au  maintien de la polarité des cellules épithéliales (E-cadhérine).
Elles sont nécessaires à la cohésion tissulaire au niveau embryonnaire et adulte:

1-Développement embryonnaire de nouveaux tissus (séparation/fusion couches tissulaires)

2-Dans les tissus adultes:
-Turnover des tissus à croissance rapide: épiderme
-Maintenance de l’organisation stable tissulaire

Leur adhésion est homophilique avec des cadhérines similaires sur la cellule voisine: formation de dimères stables. L’adhésion est dépendante du Ca2+. Elles forment un complexe avec les caténines (hétérodimères (() qui interagissent avec l’actine et d’autres protéines du cytoplasme. (Interaction avec le cytosquelette comme pour les intégrines sauf que pour les intégrines la liaison est directe et qu’ici elle se fait via les caténines.) Ceci permet une participation à la signalisation et à l’activation.
La stabilité de ces interactions est régulée par les:


(cytokines


(facteurs de croissance


(hormones stéroïdes...
2-Cadhérines et cancers

Une perte d’expression ou de fonction des cadhérines chez l’adulte entraîne une perte des jonctions adherens nécessaires à maintenir l’organisation normale de l’épithélium. Des défauts d’expression, défauts de régulation, mutations de la E-cadhérine ont été décrites dans des tumeurs épithéliales, cancer du sein. Exemples de modifications dans le complexe : cadhérine/caténine (dissociation, délocalisation de caténine) liées au développement/progression des cancers:
-diminution d’(-caténine dans les cancers du sein

-mutations dans le gène de la (-caténine décrites dans des tumeurs mammaires de souris
- mutations dans le gène de l’(-caténine dans des lignées issues de divers cancers: poumon, prostate, colon, ovaire.
V-Régulation des molécules d’adhésion
1-Généralités
Le stock et la « qualité » des molécules d’adhésion ne sont pas fixes et déterminés. Une expression constitutive n’est pas liée à une activité fonctionnelle permanente.

Il existe deux types de modifications dans le temps liées à l’expression :

-Modification quantitatives
Augmentation  d’expression à la surface membranaire, qui peut se faire de deux façons :
-nouvelle synthèse protéique (ex: ICAMs et VLAs)

-stockage dans des granules cytoplasiques puis lors d’un signal, ces granules migrent vers la membrane plasmique et leur contenu est libéré, augmentant ainsi la quantité de molécules d’adhésion à la surface cellulaire.

Les modifications quantitatives ont surtout été décrites pour des cellules endothéliales. 

-Modifications qualitatives
Pour les leucocytes, et les lymphocytes, on a surtout décrit des modifications qualitatives. L’affinité  et la conformation changent.

Ces modifications sont liées à :

     - La différentiation cellulaire

     - L’activation cellulaire

Deux types de signaux interviennent dans les modifications qualitatives :

->Inside-out

->Outside-in
2-L’inside-out
Stimuli reçus par divers récepteurs (récepteurs de chémokines, cytokines, Ag…) qui initient des signaux intracellulaires qui affectent le domaine cytoplasmique de l’intégrine. Il y a rupture entre l’intégrine et le cytosquelette, l’intégrine peut alors migrer sur la membrane cytoplasmique. Il y a alors rapprochement des intégrines ce qui entraîne localement une meilleure fixation du ligand. Cela, sans changer l’affinité de l’intégrine. On parlera alors plutôt d’augmentation d’avidité, puisque l’on augmente l’affectation des ligands, sans toucher à l’affinité.
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Ce type de mécanisme a été décrit pour les sous-familles d’intégrines (1, (2 et (3 ainsi que les cadhérines, et des membres de la superfamille d’immunoglobulines tels que les ICAMs, les V-CAMs etc. C’est le signal inside-out puisque le message reçu par l’intégrine est intracellulaire et touche son domaine cytoplasmique.
3-L’outside-in
C’est un signal transmis du domaine extracellulaire de l’intégrine vers le domaine cytoplasmique, par liaison de ligands ou d’ions. Cela induit un changement de conformation du récepteur d’adhésion: il y a formation d’un récepteur de haute affinité (dépliement de la molécule). Cela induira par la suite :
-une phosphorylation des tyrosines dans les :

-plaquettes
-fibroblastes
-cellules de carcinomes

-une différentiation dans les :
-myéloblastes
-kératinocytes

Ces cascades de transduction aboutissent à l’activation lymphocytaire: (PKC, MAPK, (Ca 2+). 

Ce signal peut aussi induire un rapprochement des récepteurs par le mécanisme décrit pour l’inside-out.
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Ce mécanisme d’outside-in a également été décrit pour les sélectines.

Chaque intégrine associée à un ligand particulier va aboutir à la formation d’un complexe protéique particulier dans le cadre de la transduction du signal. Il y a une grande variété de signaux transmis par la formation de différents complexes protéiques.
VI-Synapse immunologique

(ou Supra Molecular Activation events (SMACs))
Les regroupements moléculaires au niveau des rapprochements cellulaires ne sont pas aléatoires. Ils sont organisés au sein de zones particulières: SMAC ou SI, au niveau du contact cellulaire, qui eux non plus ne se font pas n’importe où. Il y a une évolution au cours du temps des différents regroupements moléculaires au sein de la synapse. Ceci pour s’adapter notamment à l’étalement de la cellule au moment du contact renforcé. Ces regroupements sont indispensables pour la continuité du signal (prolifération, division cellulaire).
En fonction du type cellulaire, ces synapses ont des durées variables.
Exemples : 

-synapse entre un lymphocyte T helper et un lymphocyte B : peut durer longtemps, le temps que les deux cellules « se communiquent ». Le contact reste transitoire. Ce contact dure de 5 minutes à 12 heures.
-synapse entre une cellule cytotoxique et ses cibles sont beaucoup plus brèves. Le but de la cellule cytotoxique est de tuer le maximum de cibles et de reconnaître rapidement les cellules portant les bons Ag. On comprend alors la nature brève de l’interaction. Une cellule cytotoxique peut faire des synapses avec plusieurs cibles pour envoyer rapidement le signal de mort aux cibles. Dans ce cas le contact dure au maximum 5 minutes.
VII-P125 FAK: Focal Ahesion Kinase

P125 FAK est une autre protéine importante dans l’adhésion. Ce FAK intervient très souvent dans les complexes protéiques de la transduction du signal. C’est une Tyrosine Kinase. Elle n’est pas associée à un récepteur spécifique mais intervient via les intégrines. Ainsi elle co-localise avec les intégrines. Elle est très importante pour la migration, la prolifération et la survie cellulaire: elle a un rôle anti-apoptotique. Elle est aussi très importante dans le cross-talk entre intégrines ((1, (3 principalement) et entre intégrines et cadherines. Elle active l’adhésion : elle induit la formation d’autres complexes protéiques pour poursuivre le signal d’activation.
Un problème dans l’expression ou la signalisation de FAK a souvent été observé dans différentes tumeurs cancéreuses.

VIII-Problèmes immunologiques et inflammatoires liés aux défauts des protéines d’adhésion?
Voici un schéma qui récapitule les problèmes rencontrés :
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IX- Déficience de l’adhésion leucocytaire : LAD

LAD-I: Déficience en (2 ( A.Fischer)

LAD-II: Déficience en (1

Immunodéficience héréditaire (autosomale récéssive) résultant d’un défaut de synthèse de la chaîne commune (. Elle est caractérisée par des infections bactériennes répétées et mortelles. Il en existe deux formes :
-Forme sévère
Défaut complet d’expression des 3 complexes: LFA-1, Mac-1, p150.95.
Infections bactériennes sévères et répétées:

-Anomalie fonctionnelles des cellules phagocytaires

-Pas d’adhésion ferme entre polynucléaires et cellules endothéliales. Chimiotactisme anormal des phagocytes aux cellules endothéliales.
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-migration défectueuse des granulocytes qui n’atteignent pas les sites infectieux, donc infections non combattues.
-Il y a aussi des anomalies fonctionnelles des lymphocytes CTL, NK, production d’Ac par les B, dépendante du contact TB… en clair tout ce qui nécessite un contact par les intégrines ne se fera pas.
-Forme modérée

La seule différence avec la forme sévère est qu’ici il persiste une faible expression, l’expression étant de 1 à 10%. Les infections sont moins fréquentes et moins sévères. Sinon les caractéristiques sont similaires:mêmes localisations, évolution et agents infectieux.
X-Modification d’expression des intégrines ( acquisition d’un phénotype métastatique 

Dans certaines métastases on peut avoir une sous-expression d’un type d’intégrines alors que dans d’autres il peut s’agir d’une surexpression.

Exemlpe des mélanomes:

*Les familles ((((((((((( modulent leur affinité pour leur ligand

*D’autres comme (((( changent leur profil de glycosylation ( capacité plus invasive

*FAK est constitutivement activée: entraîne une dégradation du collagène. Ceci augmente la capacité métastasique des mélanomes.
Les deux intégrines (V(3 et (2(1 sont des Suppresseurs d’apoptose. Leur surexpression empêche la mort cellulaire. En temps normal lorsque les cellules se détachent de la matrice extracellulaire elles meurent mais dans ce cas de surexpression, la mort cellulaire n’a pas lieu. Ceci entraîne une progression du mélanome et une invasion du derme. 
Il n’y a pas d’anoïkis: pas de mort des cellules qui se détachent de la MEC. Et une progression rapide des métastases.
XI-Résumé
Les molécules d’adhésion ont donc un rôle fondamental à plusieurs niveaux:

1er rôle : Participer à la phase de surveillance, en attente de la rencontre de cellules présentant Ag/virus à détruire: 

1- Déplacement des cellules (sélectines) pour atteindre la zone d’infection:

2- Arrêt (intégrines, Ig), migration à travers la paroi des vaisseaux sanguins, vers les ganglions lymphatiques...

2e rôle : Participer aux signaux d’activation:

3-Suivant le type cellulaire (cellule endothéliale, macrophages, cellules dendritiques, cellules B, NK…) différents types de molécules d’adhésion seront mises à contribution (sélectines, Ig, cadhérines, intégrines autres…) permettant un contact renforcé (SI:SMAC).

4- L’adhésion est un phénomène transitoire... mais qui peut durer plusieurs heures (SMACs):

-pour continuer la migration/rencontre si le contact est non spécifique

-pour terminer le signal spécifique d’activation (>SMACs).

5- En leur absence: LAD (b1 ou b2), plus ou moins grave, suivant l’importance du groupe manquant: remplacement possible pour certains signaux d’activation par d’autres voies existantes (ex: LFA-1/ICAM-1 => CD2/LFA-3…).
Et autres dérèglements pathologiques quand absentes ou surexprimées.
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