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BSA: Sérum Albumine Bovine

CE : Capillary Electrophoresis

Ch ABC : Chondroitinase ABC

Ch ACI : Chondroitinase ACI

Ch B: Chondroitinase B

CHO : Chinese Hamster Ovary Cell

ChPF : Chondroitine Polymerizing Factor
ChSy : Chondroitine Synthase

CKII : Caséine Kinase II

CMH : Complexe Majeur d’Histocompatibilité
Cpm : Counts Per Minute

CRE : cAMP Response Element

CS : Chondroitine Sulfate

CS/DS2ST : hexuronyl CS/DS 2-O-SulfoTransférase
CSPG : Chondroitine Sulphate ProteoGlycan
CTAB: Cetyl TrimethylAmmonium Bromide
Cys : Cystéine

DEAE-Sephacel : DiEthylAminoEthyl-Sephacel
dNTP : DésoxyriboNucléotide TriPhosphate
DS : Dermatane Sulfate

DTT: DiThioThreitol

E. coli : Escherichia coli

ECL: Electrogenerated ChemiLuminescence
EDC: 1-Ethyl-3-(Dimethylaminopropyl)Carbodiimine
EDTA : Acide Ethyléne-Diamine-Tétraacétique
EGF : Epidermal Growth Factor

EGFR : Epidermal Growth Factor Receptor
ELISA: Enzyme Linked ImmunoSorbent Assay
EMBL: European Molecular Biology Laboratory
eNOS : endothelial Nitric Oxide Synthase
ESM-1 : Endothelial Cell-Specific Molecule 1
ESRF: European Synchrotron Radiation Facility
FACS : Fluorescence-activated cell-sorting

FAK : Focal Adhesion Kinase

FGF : Fibroblast Growth Factor

FGFR : Fibroblast Growth Factor Receptor
GAG : GlycosAminoGlycanne

GalN : Galactosamine

GalNAc-T : N-acétyl Galactosamine Transférase
Gal-T : GalactosylTransférase

GIcA : Glucuronic Acid

GlcN : Glucosamine

GlcNAc : Glucosamine N-acétyl

GIcNH’" : Glucosamine N-désacétyl

GIcNS : Glucosamine N-sulfaté

Gly : Glycine

GMSA: Gel Mobility Shift Assay

GPI : Glucosyl Phosphatidyl Inositol
GRO/MGSA: Growth Related Protein / Melanoma
Growth Stimulatory Activity

HAS : Hyaluronic Acid Synthase

HBS : Hepes Buffer Saline

HCAEC : Human Coronary Artery Endothelial Cells
HCII : Heparin Cofactor 11

HCI: Acide Chlorhydrique

HDMVEC : Human Dermal Microvascular
Endothelial Cells

HEK : Human Embryonic Kidney
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HGEF/SF : Hepatocyte Growth Factor/Scatter Factor
Hhex : Hematopoietically expressed homeobox
HIO : Heparin-Induced Osteoporosis

HIT : Heparin-Induced Thrombocytopenia
HLA-DR : Histocompatibility Leukocyte Antigens
Class 11

Hp : Héparine

Hpa : Héparanase

HPAEC : Human Pulmonary Artery Endothelial Cells
HPC : Hematopoietic Progenitor Cell

HPCE : High Performance Capillary Electrophoresis
HPLC : High Performance Liquid Chromatography
HRP: Horse Radish Peroxidase

HS : Héparane Sulfate

HSPG : Heparan Sulfate Proteoglycan

HSQC : Heteronuclear Single Quantum Coherence
HSV : Herpes Simplex Virus

HUEC : Human Capillary Endothelial Cells
HUVEC : Human Umbilical Vein Endothelial Cells
IBD : Inflammatory Bowel Disease

ICAM : Intercellular Adhesion Molecule

Ido A : Iduronic Acid

IFNy : Interféron gamma

Ig : Immunoglobuline

IGF : Insulin Growth Factor

IGFBP : Insulin Growth Factor Binding Protein
IGFR : Insulin-like Growth Factor Receptor

IgG: Immunoglobuline G

IGIF : IFNy-Inducing-Factor

IJAK-STAT : Janus Kinase et Signal Transducers and
Activators of Transciption

IL : InterLeukine

INSERM : Institute National de la Santé et de la
Recherche Médicale

IP : PhosphatidylInositol

IP10: Interferon Inducibe Protein 10

ol : Inter-alpha-Inhibitor complex

kDa : kilo Dalton

KGF : Keratinocyte Growth Factor

KO : Knock Out

KS : Keratan Sulfate

KSPG : Keratan Sulfate ProteoGlycan

LFA-1 : Lymphocyte Function-associated Antigen 1
LMWH : Low Molecular Weight Heparin

LPS : LipoPolySaccharides

LRRs : Leucine Rich Repeats

LT : Lymphocytes T

Lymphocytes TH : Lymphocytes T helper

MAF : Macrophage-Activating Factor
MALDI-TOF: Matrix Assisted Laser Desorption
Ionisation - Time Of Flight

MCP1: Monocyte Chemotactic Protein-1

MCP2: Monocyte Chemotactic Protein-2
MCSF-1 : Macrophage Colony Stimulating Factor
MCSP : Melanoma CS Proteoglycan

MgCl2: Chlorure de Magnésium

MHYV : Mouse Hepatitis Virus

MIP : Macrophage Inflammatory Protein

MMP : Matrix MétalloProtéinase

MPS : MucoPolySaccharidose

MuSK : Muscle-Specific receptor tyrosine Kinase
MWCO: Molecular Weight Cut Off

NaOH: Hydroxyde de Sodium

NDST : N-Déacetylase/N-SulfoTransférase
NHS: N-Hydroxy-Sulfosuccinimide

NK : Natural Killers Cells

NO : Nitric Oxid

OA : OstéoArthrose

PAGE : Poly-Acrylamide Gel Electrophoresis
PAGEFS: Polyacrylamide Gel Electrophoresis of
Fluorophore-labeled Saccharides

PBS: Phosphate Buffer Saline

PCR : Polymerase Chain Reaction

PDGEF : Platelet Derived Growth Factor
PECAM-1 : Platelet Endothelial Cell Adhesion
Molecule-1

PF-4 : Platelet Factor 4

PG : ProtéoGlycanne

PKC : Protéine Kinase C

PM : Poids Moléculaire
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RANTES : Regulated upon Activation, Normal T-cell
Expressed and Secreted

RE : Réticulum Endoplasmique

RMN: Résonnance Magnétique Nucléaire

RT-PCR : Reverse Transcription-Polymerase Chain
Reaction

SDF : Stromal Derived Factor

SDS: Sodium Dodecyl Sulfate

SDS-PAGE: Sodium Dodecyl Sulfate PolyAcrylamide
Gel Electrophoresis

Ser : Sérine

SFM : serum-free medium

SIDA : Syndrome de I’'immunodéficience acquise
SLC : Secondary Lymphoid Tissue Chemokine

SLRP : Small Leucine-Rich Protein

SPR : Surface Plasmon Resonance

STAT-1 : Signal Transduction and Activator of

Transcription -1

Sulf : endosulfatases

SUMO: Small Ubiquitin-related Modifier
SVF : Sérum de Veau Fcetal

TA : Température Ambiante

TARC: Thymus and Activation-Regulated Chemokine
TBD : Thrombin Binding Domain

TBE: Tris-Borate-EDTA buffer

TBS: Tris Buffer Saline

TGF : Transforming Growth Factor

Thr : Thréonine

TNF: Tumor Necrosis Factor

VEGEF : Vascular Endothelial Growth Factor
VEGFR : Vascular Endothelial Growth Factor
Receptor

VIH : Virus de I’Immunodéficience Humaine

WB: Western Blot
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INTRODUCTION

Le travail présenté dans ce manuscrit est le fruit d’une collaboration étroite entre le
laboratoire d’Hugues Lortat-Jacob de I’Institut de Biologie Structurale de Grenoble et la
société de biotechnologie Endotis Pharma. Endotis Pharma est une société créée au début de
I’année 2003. Elle avait a ce moment précis deux projets principaux. Le premier projet, portait
sur le protéoglycanne endocan (d’ou le nom de la société), découvert en 1996 dans un
laboratoire de I’Institut Pasteur de Lille dirigé par le Dr Philippe Lassalle. Endocan est
rapidement apparu comme une molécule potentiellement intéressante comme marqueur
biologique, mais aussi comme une cible thérapeutique. En effet, les premiers travaux de
recherche ont montré que la présence de ce protéoglycanne (PG) circulant était corrélée avec
un mauvais pronostic dans plusieurs types de cancers. Dans ce cadre, le développement d’un
kit de diagnostique pour le dosage de la molécule endocan s’avérait possible grace aux
anticorps monoclonaux spécifiques développés par Philippe Lassalle et son équipe. De plus, il
avait été montré que certains de ces anticorps monoclonaux anti-endocan pouvaient bloquer la
formation de tumeurs cancéreuses dans des modeles murins. Ces résultats placaient donc
endocan comme une éventuelle cible thérapeutique et nécessitaient non seulement de
développer des outils de détection mais aussi de mieux comprendre la nature et la structure de
ce nouveau protéoglycanne. C’est ce qui a constitu¢ le premier théme de recherche qui sera
développé dans ce manuscrit. Le second projet développé par la société Endotis Pharma
(projet toujours en activité) était d’utiliser des mimétiques de GAGs pour moduler I’activité
de protéines définies comme cibles thérapeutiques. Pour ce projet, la protéine interféron
gamma (IFNy), dont I’interaction avec les héparanes sulfates (HS) avait largement été décrite
par des travaux antérieurs d’Hugues Lortat-Jacob, constituait une premicre cible de choix,
notamment dans certains désordres immunitaires ou le contrdle des activités de I'IFNy
pourrait s’avérer intéressant. Le second theme de recherche développé dans ce manuscrit a
donc eu pour objectif d’enrichir les informations structurales et fonctionnelles sur 1’interaction
entre I’'[FNy et les HS dans 1’optique de développer un mime oligosaccharidique des HS
capable de moduler I’activité de la cytokine.

Dans le but de faire avancer les deux projets d’Endotis Pharma, une convention CIFRE a
été établie entre Endotis Pharma et le laboratoire d’accueil de I’'Institut de Biologie

Structurale. Cette convention a eu pour objectif de faire bénéficier a Endotis Pharma de toute
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I’expérience, des méthodes de travail et les acquis détenus par 1’équipe de recherche du Dr.
Lortat-Jacob ainsi que des instruments de haute technologie qu’offrent le cadre grenoblois.

Ce manuscrit synthétise les travaux aussi bien expérimentaux que bibliographiques qui ont
été effectués pour faire progresser ces deux thémes de recherche. Tout d’abord, une revue
bibliographique détaillée présente les différentes familles de PGs ainsi que leurs fonctions, en
particulier leur capacité a interagir avec de nombreuses protéines. La partie suivante recouvre
autant que faire se peut les molécules issues de ces travaux de caractérisation et actuellement
développées comme ayant un intérét potentiellement thérapeutique. Finalement, le dernier
chapitre de cette revue bibliographique est consacré a décrire I’IFNy, les relations que cette
cytokine posseéde avec les glycosaminoglycannes et I’intérét de pouvoir moduler son activité.

Comme endocan est un PG dont les fonctions biologiques ne sont pour I’instant pas
encore clairement identifiées, il semblait en effet intéressant dans cette partie bibliographique
parfois dense, d’avoir une vue générale, sur les homologies ou les différences que pouvait
avoir ce protéoglycanne toujours mystérieux au sein de la gigantesque famille des PGs. Apres
la présentation des objectifs des travaux expérimentaux, les résultats exposés s’organisent
selon les deux thémes de recherche de ce travail de thése. L’étude structurale et fonctionnelle
d’endocan est tout d’abord exposée avec la présentation de la mise en place d’une plateforme
technologique de production et de purification d’endocan, de sa chaine glycannique et de son
core protéique. Ensuite, les caractérisations structurales de la chaine glycannique et du core
protéique sont exposées de manicre indépendante. Et enfin, certaines des interactions et effets
que peut avoir I’endocan vis-a-vis de protéines cibles ont été évalués dans le but
d’approfondir les fonctions de ce nouveau PG. Dans le chapitre suivant, les travaux sur la
caractérisation structurale de I’interaction entre ’IFNy et les HS ont été exposés, notamment
ceux qui ont mené a I’identification d’un mime oligosaccharidique capable de moduler
I’activité de cette cytokine. Pour chacun de ces deux projets de recherche de ma theése de

doctorat, une conclusion et des perspectives seront énoncées.

21



RAPPORT BIBLIOGRAPHIQUE

22



CHAPITRE 1 :
LES PROTEOGLYCANNES (PGs)
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1. GENERALITES

Les protéoglycannes (PGs) sont des macromolécules hydrophiles majoritairement situées
a la surface des cellules, dans les matrices extracellulaires, et ils peuvent étre dans certains cas
intracellulaires voire circulants. Ils sont constitués d’un "noyau ” (core) protéique sur
lequel sont greffés wun ou plusieurs polysaccharides, principalement des
glycosaminoglycannes (GAGs). Le terme de core protéique va étre utilisé tout au long du
manuscrit pour désigner la partie polypeptidique d’un protéoglycanne. Leurs fonctions
peuvent étre exercées aussi bien par leur core protéique que par leurs chaines
oligosaccharidiques. Le core protéique va permettre principalement la localisation, alors que
les glycosaminoglycannes agissent en particulier, en interagissant avec diverses protéines. Les
protéines qui interagissent avec les GAGs comportent des domaines riches en acides aminés
basiques, comme cela est le cas pour les chimiokines. La gamme de partenaires protéiques
avec lesquels les GAGs sont amenés a interagir est si large (facteurs de croissance, cytokines,
chimiokines, enzymes et autres protéines de la matrice extracellulaire) que les PGs sont
impliqués dans de nombreux processus essentiels tels que la prolifération, le remodelage des
matrices extracellulaires, la migration, I’angiogenése, etc. Nombreux de ces processus se
trouvent étre déréglés lors de maladies et notamment au cours du développement tumoral
(Iozzo et Cohen, 1993 ; lozzo et San Antonio, 2001 ; Timar et al., 2002 ; Delehedde, 2002 ;
Sanderson et al., 2004 ; Delehedde et al., 2005 ; Delehedde et al., 2006).

2. LES GLYCOSAMINOGLYCANNES (GAGsS)

2.1. Généralités

Les GlycosAminoGlycannes (GAGs) sont de longs polysaccharides non ramifiés,
constitués par polymérisation d’unités répétitives de disaccharides. Ces disaccharides, dont le
terme biochimique est diholosides, sont composés de deux oses (c'est-a-dire de sucres simples
non hydrolysables) qui sont reliés entre eux par une liaison osidique. La création d’une telle
liaison bloque I’activité des fonctions qu’elle engage et notamment 1’activité réductrice des
fonctions aldéhydes des sucres ainsi que le phénomene de mutarotation.

Les disaccharides qui constituent les chaines de GAGs, peuvent étre plus ou moins
sulfatés, et sont composés d’une manicre générale (exception faite pour les kératanes sulfates)

d’un acide hexuronique (soit un acide glucuronique (GlcA) ou un acide iduronique (IdoA)) et
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Figure 1: Motifs disaccharidigues des différents glycosaminoglycannes et leurs
modiifications

A : L'acide hyaluronique est constitué de disaccharides reliés entres eux par des ligisons B1-4. Les unités
disaccharidiques sont composées d'un acide glucuronique et d'une N-acétylglucosamine, liés entre eux par une
liaison B1-3.

B : Les chdines de kératane sulfate (KS) sont constituées d'unités disaccharidiques liées entre elles par une
liaison B1-3 et composées d'un galactose (a la place d'un acide hexuronique) et d'une N-acétylglucosamine. Les
KS peuvent subir des 6-O-sulfatations sur les deux oses, et de fagon unique chez les GAGs un fucose peut
étre ajouté en €3 de la N-acéthylglucosamine.

C : L'héparine (Hp) ou les héparanes sulfates (HS) sont constitués d'unités disaccharidiques liées entre elles
par une liaison al-4 et composées d'un acide hexuronique et d'une N-acétylglucosamine liés par une liaison al-
4. L'Hp et les HS peuvent subir des 3, 6 ou N-sulfatations (apres déacetylation) sur la N-acétylglucosamine
ainsi qu'une 2-O-sulfatation sur l'acide hexuronique. L'épimérisation possible du carbone 5 transforme un acide
glucuronique en un acide iduronique.

D : Les chondroitines sulfates (CS) sont constitués d'unités disaccharidiques liées entre elles par une liaison
B1-4 et composées d'un acide glucuronique et d'une N-acétylgalactosamine liés par une liaison B1-3. Les CS
peuvent subir des 4- ou 6-sulfatations sur la N-acétylgalactosamine ainsi qu'une 2-O-sulfatation sur l'acide
hexuronique. Des lors qu'un acide glucuronique subit une épimérisation en C5, la création d'un acide iduronique
fait de la chdine CS une chdine de dematane sulfate (DS).
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d’une hexosamine (soit une glucosamine (GIcN) ou une galactosamine (GalN)). Selon la
nature de I’hexosamine, les termes de glucosaminoglycannes ou de galactosaminoglycannes
peuvent étre utilisés.

Une des caractéristiques de ces chaines oligosaccharides est leur importante hétérogénéité.
En effet, la longueur des chaines de GAGs pouvant étre tres variable, et les modifications
structurales nombreuses (sulfatations, épimérisations), le nombre de combinaisons de
structures possibles pour une chaine oligosaccharidique apparait infini.

Selon la nature des oses et la fagon dont les disaccharides sont reliés entre eux, les GAGs

peuvent étre classés en différentes familles que nous allons détailler.
2.2. Les familles de glycosaminoglycannes (GAGs)
2.2.1. L’acide hyaluronique (AH)

L'acide hyaluronique (du grec /iyalos qui signifie vitreux, et d’uronique, parce que d'abord
isol¢ de I'humeur vitrée, il possede un taux ¢élevé d'acides uroniques) est un
glycosaminoglycanne largement réparti dans les tissus conjonctifs, épithéliaux et nerveux. On
le trouve ainsi en abondance dans I'humeur vitrée, le liquide synovial et la peau. Il constitue
¢galement l'un des principals composants de la matrice extracellulaire. Il a la particularité de
n’étre jamais relié a un corps protéique (il ne forme donc pas de protéoglycanne en tant que
tel), de n’étre jamais sulfaté, et d’étre parfois présent dans certaines bactéries (Fraser et al.,
1997). L’ AH est souvent défini comme un GAG qui permet le maintien de I’hydratation de la
matrice extracellulaire cutanée.

La chaine oligosaccharidique d’AH dont la composition est connue depuis les années 50
(Meyer et al., 1953), est constituée de disaccharides reliés entre eux par des liaisons 3(1-4).
Les unités disaccharidiques sont composées de l'acide glucuronique et de la N-
acétylglucosamine, liés entre eux par une liaison B(1-3) (Figure 1). Les polyméres de cette
unité récurrente peuvent atteindre une taille de 10* a 10* kDa (représentant ainsi environ

50000 unités disaccharidiques) soit une taille comparable a celle d’une bactérie !
2.2.2. Les kératanes sulfates (KS)

Les kératanes sulfates (KS) ont ét¢ identifiés pour la premicre fois en 1939 (Suzuki et al.,

1939) dans des extraits de cornée, mais réellement caractérisés bien plus tard (Meyer et al.,
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Figure 2 : Diversité et organisation structurale des Héparanes Sulfates

Unité disaccharidique d'HS composée d'un acide hexuronique et d'une glucosamine N-acétylée. Ce
motif disaccharidique 4GlcAal-4GIcNAcal est ainsi répété n fois et peut subir jusqu'd 5
modifications telles qu'une déacétylation de la GIcNAc suivi d'une sulfatation; des sulfatations
peuvent également avoir lieu en position 3 et 6 sur la GIcNAc ainsi qu'en postion 2 sur I'hexosamine.
Le carbone €5 de 'héxosamine peut subir une épimérisation qui convertit I'acide glucuronique (GlcA)
en acide iduronique (IdoA).

Modele de l'organisation d'une chdine d'HS constituée d'une succession d'unités disaccharidiques.
Les domaines les plus sulfatés appelés domaines NS sont représentés en rouge, ce sont des
domaines dont la composition est semblable & celle de I'héparine. Les domaines peu ou non sulfatés
sont représentés en noir (domaines NA). Ils sont composés principalement d'unités disaccharidiques
qui ont subit trés peu de modifications post-synthétiques. La succession de domaines NS et NA

constitue une organisation dite de type SAS (Sulfaté Acétylé Sulfaté)
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1953). Trois types de KS ont été ainsi identifiés : les KS de type I, II ou III (KSI ; KSII ; et
KSIII). Cette distinction est liée au fait que les KSI se lient a un corps protéique par une
asparagine (Asp) (N-glycosylation) alors que les KSII et III se lient aux sérines ou thréonines
par une liaison GaINAc-O-Ser/Thr pour les KSII (Funderburgh, 2000) et Man-O-Ser pour les
KSIHI (Krusius et al., 1986).

Bien que les KS soient classés dans la famille des GAGs, ils présentent plusieurs
particularités exceptionnelles. En effet, chaque unité disaccharidique de KS est constituée
d’un galactose (a la place d’un acide hexuronique) et d’un glucose N-acétylé (Figure 1). Ces
disaccharides (3Gal1-4GlcNacP1) peuvent étre sulfatés en C6 sur les deux oses. Un fucose
peut également se brancher via son C1 sur le C3 de la glucosamine, en faisant de nouveau du
KS un GAG a part (Greiling, 1994). Par ailleurs, les KS peuvent également dans certains cas

étre branchés et posséder des acides sialiques a leurs extrémités (Funderburgh, 2000).

2.2.3. L’héparine et les héparanes sulfates (Hp et HS)

L’héparine a en fait ét¢ découverte en 1916 par Mc Lean qui, lors d’une expérience
inattendue, a pu mettre en évidence 1’effet anti-coagulant de ce polysaccharide (McLean,
1916). Des 1935, ’Hp a été utilisée dans le traitement de I'embolie pulmonaire par voie
veineuse et, en 1970, par la voie sous cutanée (Mc Lachelin, 1970).

L’héparine (Hp) ou les héparanes sulfates (HS) sont des GAGs dont les unités
disaccharidiques sont composées d’un acide hexuronique et d’une glucosamine N-acétylée
liées ainsi: 4GlcAal-4GlcNAcal (Figure 1). La glucosamine peut étre soit N-acétylée
(GlcNAc), soit N-sulfatée (GIcNS). Une 6-O-sulfatation (GIcNAc(6S) ou GIcNS(6S)) et
méme une 3-O-sulfatation sur les GIcNS (GIcNS(3S) ou GIcNS(3,6S)) peuvent également
avoir lieu. Au cours de la synthése sur laquelle nous reviendrons, 1’acide glucuronique (GluA)
peut étre épiméris€ en C5 pour donner 1’acide iduronique (IdoA). Les deux formes
épimérisées peuvent également subir ensuite une 2-O-sulfatation : IdoA(2S) et GlcA(2S). 11
est rare, mais possible de trouver la glucosamine sous forme non glycosylée (GIlcNH;)
(Rabenstein, 2002) (Figure 2a).

Toutes ces modifications génerent, le long d’une chaine oligosaccharidique de ce type,
une hétérogénéité et donc une variabilité de structure quasiment infinie. En effet, 48
disaccharides différents sont théoriquement possibles, et c’est leur combinaison qui va

engendrer cette diversité structurale.
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L’héparine, qui est le GAG le plus sulfaté, est composée majoritairement de disaccharides
IdoA(2S)-(1-4)-GlcNS(6S) tout au long de sa chaine.

Originellement identifiés comme étant des impuretés d’héparines (appelées heparitin
sulfate) (Linker et al., 1958), les héparanes sulfates (HS) comportent en fait bien plus de
variabilités dans leur composition et organisation structurale que I’Hp. En effet, les HS se
composent de régions dites de type héparine et de régions bien moins sulfatées (Lindahl et al.,
1998 ; Esko et Lindahl, 2001 ; Gallagher, 2001) (Figure 2b).

L’héparine et les héparanes sulfates n’ont pas le méme lieu de synthése et n’ont pas les
mémes fonctions. L’héparine est uniquement exprimée par les mastocytes situés dans les
tissus conjonctifs. Elle est synthétisée sous forme de protéoglycanne (PM : 750000 a 1000000
kDa) dont le core protéique est la serglycine. Plusieurs chaines d’Hp (PM : 60000 a 100000
kDa) sont liées a ce core protéique. Une fois cette synthése terminée, les chaines d’Hp sont
clivées aléatoirement pour donner des fragments d’Hp plus petits (PM : 5000 a 25000 kDa)
qui vont étre stockés dans des granules de sécrétion du cytoplasme des mastocytes. Les
héparanes sulfates, quant a eux, sont exprimés par la plupart, voire toutes les cellules. Ils se
trouvent rarement sous forme libre mais en liaison avec divers cores protéiques pour former
les protéoglycannes a héparanes sulfates (HSPGs). Ces HSPGs se trouvent soit dans les

matrices extracellulaires, soit a la surface des cellules (Rabenstein, 2002).

2.2.4. Les chondroitines sulfates (CS)

Le chondroitine sulfate (CS) ou sulfate de chondroitine, est un GAG que ’on retrouve
principalement dans les tissus conjonctifs. L’unité disaccharidique de base qui le compose
est: -4GIcAB1-3GalNAcP1- (Figure 1). Comme les autres GAGs, il peut subir des
modifications en fonction des cellules qui le synthétisent, de leur état d’activation ou du
contexte physiologique (normal ou pathologique). Ainsi, sur des chaines entiéres, la N-acétyl-
galactosamine peut étre sulfatée en position C4 pour donner le chondroitine sulfate de type A
(CS A) ou en position C6 pour donner la CS C. Chez les calamars, les requins ou les
crustacés, certains CS sont dits "trées sulfatés" tels que le CS D (-4GIcA(2S)(B1-
3)GalNAc(6S)B1) et le CS E (4GIcA(B1-3)GalNAc(4,6S)B1) et méme le CS iE (41doA(B1-
3)GalNAc(4,6S)B1) comportant un IdoA (ce qui en fait un DS).
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2.2.5. Le dermatanes sulfate (DS)

Les dermatane sulfate (DS) sont souvent classés comme étant une sous-classe des
chondroitines sulfates. On peut d’ailleurs les trouver sous le nom de CS B. En fait, on pourrait
définir un DS comme une chaine de CS qui comporte au minimum un acide iduronique issu
de I’épimérisation en C5 d’un acide glucuronique d’un CS (Figure 1).

Ainsi, I’information structurale que peut contenir une chaine de DS est plus diversifiée
que celle d'un CS puisque I’acide glucuronique peut étre €pimérisé pour donner 1’acide
iduronique. Ce dernier peut alors étre 2-O-sulfaté (la réaction d’épimérisation ayant
préférentiellement lieu lorsque la galactosamine est 4-O-sulfatée).

L’épimérisation de I’acide uronique qui distingue les CS (A ou C) des DS n’est pas une
modification anodine. En effet, la caractérisation d’interaction protéines-GAGs a permis de
démontrer que cette épimérisation pouvait apporter une certaine spécificité¢ aux DS. Les DS,
par exemple, vont interagir avec I’héparine cofacteur II alors que les CS ne le peuvent pas
(Mascellani et al., 1993). Il en est de méme pour les interactions avec un facteur de croissance
tel que le HGF/SF (Hepatocyte Growth Factor / Scatter Factor) (Lyon et al., 1998). Plus
spécifiquement encore, seuls les DS parmi les GAGs sont capables d’activer le NF-kb et

d’induire I’expression d’ICAM-1 circulant et endothélial (Penc, 1999).

2.3. Biosynthése des glycosaminoglycannes

2.3.1. La biosynthése des GAGs

Comme nous venons de le voir, il existe donc différentes familles de GAG, les Hp/HS, les
CS/DS, les KS et I’AH. Chaque GAG a des caractéristiques différentes : ils différent par leur
structure, leur taille, leurs modifications post-synthétiques, leurs lieux de biosynthése, leurs
fonctions et leurs localisations. Il existe une large gamme d’enzymes spécifiques de chaque
famille de GAGs qui agissent de maniére trés fine, en étant régulées par le
microenvironnement biologique. Cependant, lorsque 1’on parle de biosynthese de GAGs, il est
possible de définir deux groupes de GAG, a savoir ceux qui ne sont pas liés a un core
protéique lors de leur ¢longation (I’AH) et ceux qui sont synthétisés depuis un point d’ancrage
qui se trouve sur un core protéique (KS, Hp/HS et CS/DS) pour donner naissance aux

protéoglycannes. Parmi les GAGs qui sont synthétisés depuis un core protéique, les Hp/HS et
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CS/DS peuvent étre distingués des KS puisque leur point d’ancrage sur le core protéique est

clairement différent (Taylor et Gallo, 2006).

2.3.1.1. La biosynthese de I’AH, le seul GAG a n’étre rattaché a aucun core

protéique

L’AH est assez particulier tout en étant I’'un des GAGs les moins complexes. En effet,
I’AH est directement synthétisé dans 1’espace extracellulaire par les synthases d’AH (HAS) et
ne subit aucune modification post-synthétique. Les HAS sont des protéines a sept domaines
transmembranaires situées dans la membrane plasmique (Weigel et al., 1997). Chez les
mammiferes, trois HAS ont été identifiées (HAS I, II et III). Elément atypique chez les GAGs,
certaines bactéries et virus possédent également les génes HAS, et peuvent donc synthétiser
ou faire synthétiser (dans le cas des virus) leur propre AH (DeAngelis, 1999).

Les HAS agissent de mani¢re unique. En effet, elles possédent deux composantes
enzymatiques, 1’'une qui permet 1’¢longation sur le GIcA et 'autre sur la GlcNAc.
Contrairement a tous les autres GAGs, 1’élongation de la chaine oligosaccharidique par 1’ajout
de monosaccharides a lieu sur la partie réductrice de la chaine (libre puisque non greffée sur
un core protéique).

La taille des AH semble étre un ¢lément majeur de la régulation de leurs activités
biologiques (Noble, 2002 ; McKee, 1996) et elle dépend de ’activité de chacune des enzymes
HAS I, II et III. Les HAS 1, II et III produisent des chaines respectivement de 2.10° Da, de
2.10° Da et supérieure a 2.10° Da. La localisation bien distinguée des génes HAS 1, 2 et 3 sur
les chromosomes, pourrait expliquer une régulation pointue de la biosynthése de ’HA (Itano

et Kimata, 2002).

2.3.1.2. La biosynthése des GAGs liés a un core protéique

A I’exception de I’AH, tous les autres GAGs sont synthétisés a partir d’un core protéique.
Selon le core protéique et I’environnement biologique, la nature des GAGs synthétisés varie.
Cependant, un méme schéma général est observé. Sur une séquence protéique préférentielle
reconnue, une séquence oligosaccharidique consensus d’ancrage (ou "stub") est ajoutée sur un
acide aminé bien précis (la Ser ou la Thr pour I'Hp/HS, CS/DS et KSII et III, et I’ Asn pour le

KSI). L’¢longation de la chaine oligosaccharidique peut alors étre initiée a partir de cette
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Figure 3: Représentation du profil structural des KS I (A) et KS II (B)

Les saccharides de jonction avec le core protéique offre au KS un branchage qui n'est pas présent chez les autres GAGs et permet également une
liaison avec un fucose dans le cas du KSI.

A : Oeben et al. (1987) proposent que les disaccharides proches de I'extrémité réductrice du KS I sont non-sulfatées. Se juxtaposent ensuite des
unités disaccharidiques monosulfatées principalement avant que I'extrémité de la chaine soit elle tres sulfatée. Le second branchage issu du €3-Man
des saccharides de jonction est représenté par une chdine courte. Cependant une chdine longue peut de temps en temps &tre observée.

B : Dans le cas du KSITI les chathes oligosaccharidiques sont plus courtes mais les unités disaccharidiques sont dans leur majorité disulfatées a

I'exception de quelques unes qui peuvent &tre monosulfatées. De fagon unique chez les GAGs, un fucose peut &tre ajouté tout au long de la chaine sur
le GIcNAc en position C3.

(daprés Funderburgh, 2000)
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séquence saccharidique d’ancrage. Cependant, I’Hp/HS et les CS/DS possédent une méme

séquence tétrasaccharidique consensus qui est bien différente de celles des KS I, 1T ou III.

2.3.1.2.1. La biosynthése des KS

La séquence saccharidique consensus de liaison au core protéique

Comme il a été décrit précédemment, il existe 3 classes de KS (KSI, II et III). La
différence majeure entre chacun d’entre eux est due a leur liaison a un core protéique.

Les KSI, les plus étudiés jusqu’a maintenant, sont liés au core protéique par une séquence
oligosaccharidique consensus de composition : Man-6Man-4GIcNAc-4GIcNAc-N-Asn. Le
premier GIcNAc en partant de 1’Asn peut avoir un fucose lié en position C6. Par ailleurs, le
premier mannose peut avoir en plus d’un mannose li¢ en C6, un autre mannose li¢ en C3, cela
créant en quelque sorte un branchage (Oeben et al., 1987) (Figure 3a).

Les KSII se lient quant a eux par une séquence consensus trés simple de type : 6GalNAc-
O-Ser/Thr. A noter qu’en C3 du GalNAc, un branchage peut également avoir lieu (Figure 3b).

Les KSIII, qui restent peu étudiés, sont liés par une liaison Man-O-Ser (Krusius et al.,

1986).

La synthése des chaines de KS 1. II et II1

Les chaines oligosaccharidiques de KS sont synthétisées par des glycosyltransférases : les
galactosyltransférases (B4Gal-T) et les N-acétylglucosaminyltransférases (Gn-T) qui
chacune a leur tour assemblent les monomeéres de Gal et de GluNAc. Pas moins de sept génes
codant pour les B4Gal-T ont été identifiés ; cependant les fonctions de chacune de ces
enzymes sont encore mal connues (Amado et al., 1999). En ce qui concerne les Gn-T, un
certain nombre de ces enzymes sont connues mais aucune n’a encore été mise en évidence
comme ¢tant celle utilisée lors de la synthese de KS (Funderburgh, 2000). Des travaux récents
ont cependant montré que la B3Gn-T7 pourrait étre utilisée lors de la polymérisation des KS
(Seko et Yamashita, 2003).

L’¢longation d’un KS se déroule de la maniere suivante : la B3Gn-T7 ajoute la GlcNAc en
position non réductrice de la chaine. Cette derniére peut étre 6-0-sulfatée par une
sulfotransférase par exemple de type GIcNAc6ST-5 (Akama et al., 2002). Selon le lieu de
biosynthése des KS, on peut également trouver les GIcNAc6ST-1 et 2 (Kusche-Gullberg et
Kjellen, 2003). Le Gal peut ensuite étre ajouté en bout de chaine par une f4Gal-T et la B3Gn-
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Figure 4: Biosynthése des chaines oligosaccharidigues dhéparine / héparanes
sulfates (Hp/HS) et chondroitines / dermatanes sufates (CS/DS)

La synthése des GAGs de type Hp/HS et CS/DS nécessite un support protéique (core protéique). La
sérine d'une séquence protéique préférentielle va permettre d'initier la synthése d'un tétrasaccharide
d'ancrage commun aux Hp, HS, CS et DS de séquence -4GIcA(B1-3)Gal(B1-3)Gal(B1-4)XylB1-O-Ser. Cette
région de liaison entre le core protéique et les chdihes oligosaccharidiques proprement dites est crée par
I'ajout d'un xylose sur la sérine, suivi par l'ajout de deux résidus galactosamines ensuite par un acide
glucuronique. Chaque réaction est catalysée par des glycosyltransférases spécifiques qui sont
respectivement la xylosyltransférase (XylT), la galactosyltransférase I (GalT-I) puis la
galactosyltransférase II (GalT-II) et enfin la glucuronyltransférase I (GIcAT-I). Les enzymes GIcNAc
transférase I et GalNAc transférase I ou II permettent respectivement l'ajout sur le tétrasaccharide
d'ancrage d'une GIcNAc ou d'une GalNAc. Cette étape est décisive pour le choix de biosynthése entre les
Hp/HS ou CS/DS. Les GAGs peuvent alors &tre synthétisés par I'ajout alternatif et répété d'un acide
glucuronique et d'une hexosamine N-acétylée. Les Hp/HS sont synthétisés par I'HS polymérase composée
de deux enzymes EXTI et 2 qui possédent les activités de GIcNAc transférase et GlcA transférase. La
synthése des CS/DS est possible grdce a la Chondroitine Synthase (ChSy). Cette enzyme récemment
découverte possede les deux activités enzymatiques qui sont les GalNAc transférase II et GlcA
transférase II. Elle a une bien meilleure activité en présence du ChPF (chondroitin polymerizing factor)
non représenté sur la figure (Sugahara et al.,, 2000 et 2003). Les enzymes (rectangles rouges)
correspondent aux sulfotransférases responsables en partie de la diversité structurale. L'épimérase en
C5 est quant a elle représentée dans un rectangle violet.

(Dapreés Sasisekharan et al., 2006)
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T7 reprend son travail. Les 6-O sulfatations sur les Gal ont lieu lorsque plusieurs
disaccharides sont en place et sont réalisées par la sulfotransférase KSGal6ST (Fukuta et al.,
1997).

Les KS ont ét¢ identifiés dans de nombreux tissus, ce qui signifie que malgré quelques
spécificités qui leur sont propres, les enzymes de la biosynthése des KS sont exprimées dans
la plupart des cellules. En revanche, un nombre limité de cores protéiques sont connus comme
pouvant lier des KS. Funderburgh (2000) propose d’ailleurs que 1’'un des facteurs guidant la
biosynthése des KS pourrait étre I’expression de ces cores protéiques, et qu’il faudrait donc,
pour caractériser la biosynthése des KS dans son intégralité, identifier les régulations de

I’expression de ces cores protéiques.

2.3.1.2.2. La biosynthése des Hp, HS, CS et DS

La séquence saccharidique consensus de liaison au core protéique

Pour les Hp, HS, et CS/DS, la séquence consensus de liaison au core protéique est un
tétrasaccharide de type : 4GlcA(B1-3)Gal(p1-3)Gal(1-4)XylB1-O-Ser. Sa formation a lieu
par le transfert d’un UDP-Xylose via la xylosyltransférase (Xyl-T) sur le groupement
hydroxyle d’une sérine du core protéique pour donner une liaison Xyl 1-O-Ser. A lieu ensuite
I’ajout des deux galactoses et enfin I’ajout de 1’acide glucuronique. Ces réactions sont
réalisées respectivement par les galactosyltransférases I et II (GalT-1 et 2) puis par la

glucuronyltransférase I (GIcAT-1) (Sugahara et Kitagawa, 2000) (Figure 4).

Le choix de I’élongation : une chaine Hp/HS ou CS/DS ?

Les deux "familles" de GAGs, les Hp/HS et les CS/DS (dans le sens ou la composition du

disaccharide de base est différente) sont synthétisées a partir du méme tétrasaccharide
consensus. Le mécanisme qui définit le choix de la synthése de I'une ou I’autre des deux
familles a ét¢ mal compris pendant de nombreuses années, jusqu’a la découverte de deux
enzymes clefs: la GIcNAc Transférase I (GIcNAcT-1) et la chondroitine GalNAc
Transférase I ou Il (chondroitin GaINAcT-I ou II selon la localisation de la biosynthése).
Ces enzymes initient la synthése des chaines d’Hp/HS et de CS/DS, respectivement par
I’ajout d’une GIcNAcol-4 ou d’une GalNAcP1-4 au tétrasaccharide d’ancrage, par un
mécanisme qui semble étre dépendant de séquences protéiques particulieres autour de la

sérine (Esko et Zhang, 1996). La GIcNAcT-I posseéde un homologue, ’EXTL2, capable
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d’ajouter a la séquence consensus un GalNAc mais avec une liaison a(1-4) alors que pour
initier un CS une liaison B(1-4) est requise. Cette possibilité n’a encore été reliée a aucune
fonction biologique in vivo. Le choix de I’¢longation d’une chaine polysaccharidique
d’Hp/HS ou de CS/DS serait dans certains cas, non pas dépendant des enzymes présentes dans
I’environnement mais plutot de la séquence protéique et donc du core protéique sur lequel a
lieu I’élongation oligosaccharidique. L’activit¢ de la GalNAcT-1, par exemple, serait
dépendante du core protéique. En effet, Nadanaka et al. (1999) ont montré que 1I’¢longation
d’une chaine de CS a partir du tétrasaccharide d’ancrage n’est possible que si ce dernier est li¢
au core protéique.

Certaines études ont montré que le tétrasaccharide consensus pouvait également subir des
modifications ayant leur importance dans le choix de synthése des Hp/HS ou des CS/DS. En
effet, pour certaines chaines de CS/DS, les tétrasaccharides d’ancrage peuvent avoir les
compositions suivantes : GlcAB/IdoA(a1-3)Gal(4-O-sulfate)(1-3)Gal(+/-6-O-sulfate)([31-
4)Xyl ; ou alors : GlcA(B1-3)Gal(+/-6-O-sulfate)(1-3)Gal(6-O-sulfate)(f1-4)Xyl et méme :
GlcA(B1-3)Gal(B1-3)Gal(p1-4)Xyl(2-O-phosphate) (Sugahara et al., 1988 ; 1992 ; DeWaard
et al.,, 1992). Le Xyl(2-O-phosphate) a été trouvée sur des chaines d’HS ou de CS. En
revanche, la 4-O-sulfatation sur un Gal a été trouvé uniquement sur des chaines de CS
(Yamada et al., 1995). L’enzyme GlcNAc transférase I, qui est essentielle pour I’initiation de
la polymérisation des Hp/HS, semble en fait inhibée par le résidu Gal(4-O-sulfaté) (Kitagawa
et al., 1995).

La polymérisation des Hp/HS

Lorsque la syntheése des Hp/HS a débuté par I’ajout d’une GIcNAc sur le tétrasaccharide
d’ancrage, les séquences répétées de 4GlcA(al-4)GIcNAcB1 constituant 1’unité
disaccharidique de base des Hp/HS, peuvent alors étre ajoutées. Les enzymes EXT1 et EXT2
sont responsables de 1’élongation des chaines par 1’ajout de ces disaccharides (Figure 4). Ces
enzymes sont inactives dans le réticulum endoplasmique (RE) et sont indépendantes I'une de
I’autre. En revanche, dans I’appareil de Golgi, elles forment un complexe qui est appelé I’HS
polymérase. Ce complexe possede ainsi les deux activités transférases du type GIcA-T et
GlcNAc-T, lui permettant de polymériser les chaines oligosaccharidiques (McCormick et al.,

2000).
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La polymérisation des CS/DS

Le mécanisme de polymérisation des chaines de CS a été pendant longtemps mal connu.
En théorie, deux activités enzymatiques sont nécessaires, a savoir une GIlcA transférase et une
GalNAc transférase. Bien qu’apres les années 1960 ces activités enzymatiques aient été
supposées, il a fallu attendre 1985 pour que les travaux de Rohrmann puissent révéler
I’existence de deux GalNAc transférases (GalNAcT-I et IT) (Rohrmann et al., 1985). Plus de
dix ans plus tard, la GIcA transférase II et la GalNAc transférase II ont été co-purifiées a
partir de sérum de beeuf (Tsuchida et al., 1999). Jusque la, seule la comparaison avec une
chondroitine synthase identifiée chez une bactérie (et capable de produire des chondroitines)
permettait de supposer qu’une seule et méme protéine comportait les deux activités
enzymatiques (DeAngelis et Padgett-McCue, 2000). Grace aux progres réalisés dans le
séquencage du génome humain et, consécutivement, grace a 1’enrichissement des banques de
données, le groupe de Sugahara a révélé I’existence d’enzymes spécifiques et a réussi a
décortiquer le mécanisme de la polymérisation des chaines de CS/DS. La chondroitine
synthase (ChSy) est ainsi la seule responsable de la polymérisation des chaines de CS grace a
ses différentes activités enzymatiques de [1-3-GIcA transférase et de P1-4-GalNAc
transférase (Kitagawa et al., 2001). Des études ont également démontré que la chondroitine
synthase avait une meilleure activit¢é en présence du ChPF (chondroitin polymerizing

factor) (Kitagawa et al., 2003).

Les modifications de post-polymérisation (déacétylations, épimérisations et sulfatations)

Toutes les modifications des GAGs (dont les sulfatations) ont lieu dans I’appareil de
Golgi grace a des enzymes spécifiques qui agissent directement sur les polysaccharides en
cours d’¢longation ou déja polymérisés. Ces modifications sont essentielles pour offrir aux
oligosaccharides toute I’information dont ils doivent étre porteurs pour étre fonctionnels. Par
exemple, si les HS ne sont pas sulfatés durant le développement d’une souris, la mort
néonatale de cette dernicre est inévitable (Bullock et al., 1998). L’environnement biologique a
une trés grande importance sur les différentes modifications qui peuvent orner les GAGs.
Chaque modification est effectuée sous le controle d’enzymes régulées de maniere fine par un
réseau complexe afin de conduire aux 'structures" de GAGs induits par le
microenvironnement biologique et donc de répondre aux besoins de ce microenvironnement a

un instant donné.
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Modifications des Hp/HS

Comme il a dé¢ja été mentionné, I’Hp est un GAG qui est fortement sulfaté tout au long de
sa chaine. Ainsi, contrairement aux HS qui subissent des modifications de fagon plus
dispersée, chaque unité de chaque disaccharide d’Hp est le substrat de différentes enzymes
que nous allons décrire ci-apres.

Toutes les modifications sur le polymére d’Hp se déroulent de facon ordonnée. Tout
d’abord, certaines des GIcNAc vont étre N-déacétylées puis N-sulfatées. Ces deux réactions
sont catalysées par une famille d’enzymes comportant les deux activités spécifiques : elles
sont appelées les N-déacétylases/N-sulfotransférases (NDST). Il existe ainsi chez les
mammiferes, quatre NDST (NDSTI, 2, 3 et 4). La glucosamine peut ¢galement rester N-
désacétylée (GIcNH™) (Toida et al., 1997). Bien que rare, cette modification ne semble pas
anodine puisque des fonctions lui ont été associées (Norgard-Sumnicht et Varki, 1995).

Ensuite, les épimérisations en C5 des acides glucuroniques par la C5-épimérase ont lieu
pour donner des acides iduroniques (IdoA). La présence d’IdoA favorise alors la 2-O-
sulfatation de I’ldoA par la 2-O-sulfotransférase qui reconnait de préférence ce motif. Cette
2-O-sulfatation est d’autant plus favorable a I’ldoA qu’elle bloque 1’épimérisation. Il est
d’ailleurs possible de trouver la 2-O-sulfotransférase sous forme de complexe avec la C5-
épimérase (Esko et Selleck, 2002). Cette sulfatation peut cependant avoir lieu parfois sur les
GlcA (Rong et al., 2001). La famille des 6-O-sulfotransférases (6-OST) exerce ensuite son
activité en permettant 1’ajout d’un sulfate en position 6 de la GIcNS, voire de la GlcNAc.
Quatre 6-OST ont été dénombrées : les 6-OST1, 2 et 3, plus une variante de la 2, appelée la 6-
OST2S. Dans quelques rares cas, un sulfate en position 3 de la GIcNS peut étre ajouté par
I’'une des six 3-O-sulfotransférases (3-OSTI1, 2, 3A, 3B, 4, ou 5) (Kusche-Gullberg et
Kjellen, 2003). L’HS-3-OST 3A semble avoir une activité accrue en présence de GalNH’"
(Liu et al., 1999).

Toutes ces modifications permettent d’offrir a cette succession de disaccharides de
composition trés simple une grande hétérogénéité structurale. Cette hétérogénéité structurale
va permettre a I’Hp, aux HS et aux GAGs de manicre quasi-générale d’engager des
interactions trés spécifiques avec certains de leurs ligands. Les différentes 3-O-
sulfotransférases, méme si leur activité est au fond similaire, sont par exemple capables
d’offrir des profils de sulfatations spécifiques. En effet, la 3-OST-1 crée des séquences
oligosaccharidiques plutdt favorables a une interaction avec ’antithrombine III alors que la 3-
OST-3 sera favorable a la création de séquences permettant I’interaction avec la protéine gD

de I’enveloppe du virus de I’Herpes (Yabe et al., 2001).
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Les modifications apportées aux HS se déroulent de la méme maniére que pour I’Hp. En
revanche, les enzymes de modification n’agissent pas uniformément sur le polymere d’HS
dans sa totalité. Des régions subiront donc plus de modifications que d’autres, cela va
permettre de créer au sein des oligosaccharides d’HS une diversité structurale plus importante
que chez I’'Hp. Il est ainsi possible de trouver sur la méme chaine d’HS, des régions tres
sulfatées qui sont de type héparine et sont appelées les domaines NS (NS-domain) et ensuite
des régions non modifiées, non sulfatées, appelées domaines NA (NA-domain). La succession
de domaines NS et NA constitue des séquences appelées SAS (pour Sulfaté Acétylé Sulfaté)
(Figure 2b). Du fait que les différentes O-sulfatations ne peuvent en général avoir lieu que sur
des disaccharides N-sulfatés, ce sont en quelque sorte les NDST qui dessinent I’ébauche de

I’organisation des domaines NS et NA sur les HS.

Modifications des CS/DS

Les CS/DS ne subissent pas de N-déacétylation contrairement aux Hp/HS. En revanche,
comme pour 1’héparine, 1’épimérisation en C5 d’un GIcA par une C5-épimérase spécifique
donne un IdoA. Dés lors que sur une chaine de CS un GIcA est épimérisé en IdoA, il sera
question d’'un GAG de type DS ou CS B. Trois familles différentes de sulfotransférases sont
responsables des modifications des CS/DS : celles qui modifient les GalNAc en C4 ou en C6
et celles qui modifient I’acide hexuronique en C2.

Dans la famille des chondroitine 4-O-sulfotransférases, trois enzymes, les C4ST1, 2 et 3
agissent sur des disaccharides de type "CS" : GlcA-GalNAc et seule la C4ST1 est spécifique
des GAGs de type "DS": IdoA-GalNAc. Cette derniére agit immédiatement apres
I’épimérisation du GIcA, et la sulfatation qu’elle crée empéche I’épimérisation inverse
(Silbert et Sugumaran, 2002). A I’'image de ces deux enzymes, la C5-épimérase et la 2-O-
sulfotransférase qui se complexent pour permettre la modification des HS, il est peut €tre juste
de penser que la C5-épimérase et les 4-O-sulfotransférases modifient les CS également en se
complexant.

Deux chondroitine 6-O-sulfotransférases ont été pour I’instant identifiées : la C6ST et la
C6ST-2. Elles agissent principalement dans des régions riches en GlcA pour ajouter un sulfate
en position C6 des GalNAc. Une 6-O-sulfotransférase spécifique du dermatane sulfate
(D6ST) a cependant été identifiée chez le beeuf et I’existence d’un homologue humain
pourrait expliquer les rares séquences de IdoA-GalNAc(6S) retrouvées dans des cellules

issues de cordons ombilicaux humains (Nadanaka et al., 1999).
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Enfin, une seule hexuronyl CS/DS 2-O-sulfotransférase (CS/DS2ST) a été mise a jour
pour I’instant. Elle est capable de sulfater aussi bien les GlcA que les IdoA. Cependant 1’ajout
de 2-O-sulfate sur les IdoA est bien plus fréquent lorsque la GalNAc est 4-O-sulfatée, et les
quelques rares GIcA(2S) peuvent étre créés dans le seul cas ou la GalNAc adjacente est

sulfatée en position 6 (Silbert et Sugumaran, 2002).

Une nouvelle forme de modification des GAGs

Un autre moyen d’affiner la composition structurale des GAGs a été récemment mis a
jour. En effet, d’autres enzymes, les endosulfatases, qui agissent sur les cellules comme dans
le milieu extracellulaire ont ét¢ découvertes (Ai et al., 2006). Elles devraient permettre de
définir de maniére encore plus fine le profil de sulfatation qui avait été défini lors de la
synthése dans 1’appareil de Golgi. Ainsi, ces enzymes agissent sur les GAGs en supprimant
certains sulfates et permettent de ce fait, de fonctionnaliser encore plus spécifiquement les
chaines oligosaccharidiques.

Les endosulfatases sont, pour 1’instant, toutes rassemblées dans la famille des Sulfs. La
premiére d’entre elles a avoir été étudiée est la QSulfl (Dhoot et al., 2001). La QSulfl est une
6-O-endosulfatase spécifique des HS qui agit sur des unités disaccharidiques du type IdoA2S-
GIcANS6S ou GIcA-GIcNS6S, mais pas sur des IdoA-GIcNS6S (Ai et al., 2003). Une
seconde enzyme de la méme famille (QSulf2) a récemment ¢été identifiée et semble avoir les
meémes spécificités que son homologue QSulfl (Ai et al., 2006). La dénomination QSulf de
ces enzymes vient du fait qu’elles furent clonées a partir de cDNA de caille (Quail en
anglais). Leurs homologues chez I’Homme sont les HSulf-1 et 2 (Ai et al., 2006 ; Uchimura et
al., 2000).

Récemment, Uchimura et ses collaborateurs ont montré qu’in vitro, les protéines VEGF,
FGF-1, SDF-1 et SLC interagissaient bien moins avec de I’Hp préalablement traitée avec
I’enzyme HSulf-2 alors que le FGF-2 se fixait de la méme manicre (Uchimura et al., 2000).
La découverte de ces enzymes a €té un €lément important pour comprendre la spécificité de

certaines interactions protéines-GAGs et par conséquent leurs fonctions.
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2.4. La dégradation des GAGs

2.4.1. Introduction

Les GAGs sont présents a la surface de la plupart des cellules. Ils présentent une grande
diversité de taille, de composition et de structure, ce qui leur permet d’exercer un éventail de
fonctions diverses et variées. Leur structure est controlée et peut subir des modifications. Cela
peut se traduire par des fragmentations partielles ou par une dégradation totale qui nécessite
dans ce cas, un processus complet de recyclage des saccharides libérés. De ce fait, lorsque
I’on parle de dégradation de GAGs, il est important de distinguer, d’un c6té le remodelage
fonctionnel des chaines oligosaccharidiques (pour permettre une activité biologique précise),

et de I’autre ce que I’on peut appeler recyclage ou "turnover" des GAGs.

2.4.2. La dégradation des GAGs comme un moyen supplémentaire de régulation

Comme nous venons de le voir, la biosynthése des GAGs est complexe au regard du
nombre important d’enzymes qui rentrent en jeu. Cela a 1’avantage de réguler au mieux la
structure de ces oligosaccharides et ainsi de multiplier les activités biologiques (portées par
les GAGs) nécessaires a 1’organisme dans un contexte normal ou pathologique.

Un autre moyen de réguler les interactions entres les GAGs et les protéines de la matrice
extracellulaire est la dégradation de ces mémes chaines oligosaccharidiques. La dégradation
des GAGs est possible grice a 1’action d’hydrolases qui peuvent étre soit des
exoglycosidases, soit des endoglycosidases.

Les endoglycosidases sont capables de couper les chaines oligosaccharidiques tout au long
de celles-ci, en sachant tout de méme que la plupart de ces enzymes ont des séquences
préférentielles de reconnaissance et de dégradation. Parmi les endoglycosidases, on distingue
les kératanases (I et II), les hyaluronidases (I et II) et les héparanases.

La famille des enzymes les plus étudiées a ce jour est sans doute celle des héparanases qui
permettent la dégradation des HS. Trois héparanases ont été¢ identifiées. La CTAP-III
(connective tissue activating peptide III) qui est issue de la protéolyse d’une chimiokine
exprimée lors d’un phénomeéne d’inflammation ou de cicatrisation (Proudfoot et al., 1997).

L’héparanase Hpa 1 qui est exprimée dans le sous-endothélium (Dempsey et al., 2000) et

surexprimée dans les cellules tumorales ou métastatiques d’un grand nombre de tissus

(Vlodavsky et al., 1999 ; Hulett et al., 1999 ; Kussie et al., 1999). Et enfin I’héparanase Hpa 2
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(McKenzie et al., 2000) qui ne serait pas exprimée dans les mémes tissus que I’Hpa 1 mais
dont la preuve de I’existence n’a pas pu étre confirmée a ce jour, laissant donc perplexes de
nombreux spécialistes.

Un des premiers rdles attribués aux héparanases localisées a 1’extérieur des cellules est le
remodelage des membranes basales aprés une blessure, par exemple, ou aux sites
d’inflammation, pour favoriser la migration leucocytaire (Hoogwerf et al., 1995 ; Parish et al.,
1998 ; Ircke et al., 1998 ; Dempsey et al., 2000). La dégradation des HS semblerait également
jouer un role pour éviter I’agrégation de molécules de type B-amyloide, avec les HSPGs, telle
qu’elle est observée, en particulier chez les patients atteints de la maladie d’Alzheimer (Li et
al., 1997). La fragmentation des HS dans les matrices extracellulaires, voire méme dans les
endosomes a I’intérieur des cellules, pourrait également faciliter le transport des protéines
liées aux HS vers leurs sites d’action (Sperinde et Nugent, 1998 ; Tumova et al., 1999). Les
HSPGs constituant une large "réserve" de facteurs de croissance, la dégradation des HS par
I’Hpa peut permettre par un simple clivage, leur relargage, et par conséquent leur action a
distance (Vlodavsky et al., 2006).

Deux pistes de dégradation non enzymatique des GAGs ont été récemment mises a jour.
La premiére est due a la myéloperoxidase (MPO), qui est une enzyme exprimée par les
phagocytes activés et qui catalyse la production d’une espéce chimique réactive : l'acide
hypochloreux (HOCI). Cet HOCI va générer des dérivés de GAGs N-chlorés, qui au cours
d’une homolyse réductive seront fragmentés (Rees et Davies, 2006). La seconde dégradation
du méme type est induite par 1’éosinophile peroxydase (EPO) et la MPO qui catalysent la
production d’acide hypobromique (HOBr). Cet HOBr va générer des dérivées de GAGs N-
bromés qui vont se décomposer soit naturellement, soit en présence de Fe*™ ou Cu” (Rees et

al., 2007).

2.4.3. Le recyclage ou turnover des GAGs

Les PGs ou les chaines oligosaccharidiques qui doivent étre recyclés, sont internalisés
dans les cellules au sein d’endosomes. Les endoglycosidases vont alors fragmenter les chaines
oligosaccharidiques ce qui va permettre notamment de dissocier les protéines encore liées aux
GAGs, de faciliter la dépolymérisation compléte et, également, de supprimer les GAGs des
cores protéiques. Ceux-ci sont alors recyclés dans I’appareil de Golgi afin d’étre ornés de
nouveaux profils oligosaccharidiques (Edgren et al., 1997). Les endosomes peuvent ensuite

fusionner avec les lysosomes au sein desquels la dépolymérisation complete des GAGs sera
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Figure 5: Enzymes utilisées couramment en laboratoire pour couper les GAGs

A : Structure minimale d'HS pour que I'héparanase (produite chez I'homme) puisse couper entre une GlcA
et une GIcNS. Les groupes nécessaires pour la reconnaissance du trisaccharide sont en rouge. L'affinité de
I'enzyme pour cette séquence est meilleure lorsque R=S0;"

B : Les sites de coupures spécifiques des enzymes du type héparinase (non produites chez I'homme) vis-a-
vis de I'héparine ou des héparanes sulfates. Les héparinases coupent les liaisons glycosidiques a(1-4) entre
la GlcA et un acide uronique (IdoA ou GluA). Plus spécifiquement, I'héparinase I coupe I'Hp et les HS sur
la ligison entre une hexosamine et un acide uronique O-sulfaté. Cette enzyme coupe également le
pentasaccharide spécifique de I'ATIII. L'héparinase II coupe les HS, et moins spécifiquement I'Hp sur la
liaison entre une hexosamine et un acide uronique. L'héparinase III coupe la liaison entre I'hexosamine et
I'acide glucuronique des HS.

C : La chondroitinase ABC coupent les chondroitines sulfates A, B, ou C sur la liaison entre I'hexosamine et
un acide uronique (iduronique ou glucuronique). La chondroitinase AC I catalyse I'¢élimination de la liaison
entre une N-acétyl hexosamine et un acide glucuronique et non un acide iduronique. Elle est fonctionnelle
sur les CS-B (DS). La chondroitinase AC II catalyse le clivage de la ligison entre une N-acétyl
galactosamine et un acide glucuronique, mais en revanche ne fonctionne pas sur le CS-B. La chondroitinase
B coupe par élimination les chathes CS-B (DS) sur la liaison 1-4 entre les hexosamines et les acides
iduroniques. Le 2-O-sulfate sur l'acide iduronique est favorable & l'action de cette enzyme.
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achevée grace a une variété d’exoglycosidases agissant par 1’extrémité non-réductrice des
fragments oligosaccharidiques. Parmi les exoglycosidases, peuvent étre nommées la [3-
glucuronidase, I’a-L-iduronidase, la -galactosidase, I’a-N-acétylglucosaminidase, et la B-N-
acétylhexosaminidase qui clivent de manicre treés spécifique les polysaccharides.

Le recyclage des GAGs est un mécanisme essentiel dans la physiologie normale de la
cellule. Ceci s’illustre notamment et malheureusement chez 1I’Homme lors de la
mucopolysaccharidose (MPS). La MPS est une maladie génétique rare, autosomique et
récessive qui se traduit par des manifestations pathologiques progressives dans la plupart des
organes. Cette maladie est due a une anomalie du géne codant pour certaines enzymes
lysosomiales. Les cellules sont alors incapables de produire I'enzyme ou la produisent en trop
faible quantité et ne sont donc pas en mesure de cataboliser les chaines de GAGs, qui
s'accumulent pour provoquer finalement des lésions cellulaires, tissulaires et organiques
irréversibles. 1l existe au moins douze formes identifiées de la maladie selon la nature de
I’enzyme déficiente. La plus connue est la MPS I, liée a 1’absence de la a-L-Iduronidase

(Ashworth et al., 2006).

2.4.4. Les enzymes de dégradation utilisées au laboratoire

Mises a part les enzymes naturellement exprimées chez les eucaryotes, d’autres enzymes

capables de dégrader les GAGs ont été découvertes chez des bactéries. Celles-ci sont pour la

plupart commercialisées puisque tres utiles dans les expériences de caractérisation des GAGs

et sont classées suivant leur spécificité d’action. Les hyaluronidases permettent ainsi de
dégrader I’AH. Les héparinases I, II et III, ainsi que la K5 lyase sont utilisées pour dégrader
les Hp et HS. Et finalement, les chondroitinases ABC, ACI, ACII, B sont nécessaires pour la
digestion des CS et DS.

Ces enzymes reconnaissent des séquences oligosaccharidiques particulieres (Figure 5).
Cela permet, dans le cadre du laboratoire, de les utiliser pour isoler des sous-domaines

structuraux dans les chaines de GAG.
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NOM Type de GAG
Syndécans Principalement HS et CS
Glypicans Principalement HS
PG membranaires , o
Bétaglycan Principalement HS

Les isoformes de CD44

HS ou CS

Collagénes XVIII et XV
Agrine
Bamacan
Famille du Perlecan
Versican (265-370 kDa)
Aggrécan (env. 220 kDa)

Principalement CS (10-30)
CS et KS (env. 100)

PG de la matrice extracellulaire | Neurocan (env 136 kDa) CS (3-7)
Brévican (env. 100 kDa) CS (1-3)
Perlécan Principalement HS
Decorine DS
Biglycan DS ouCS
Lumican KS
Fibromoduline KS
PG intracellulaires Serglycine HS ou CS
Bikunine CS
PG100 ou MCSF1 Unique chadine de CS
PG circulants
ApoO CS
Endocan Unique chdinhe de DS

localisation

indiquées.

Figure 6: Classification des protéoglycannes (PGs) en fonction de leur

Le tableau classifie de maniére non exhaustive les PG qui peuvent &tre trouvés dans l'organisme. Leur
localisation est indiqué ainsi que leur nom et la nature de leur(s) chaine(s) glycanique(s). Dans
certains cas des informations sur le poids moléculaire et le nombre de chdines glycannique sont
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3. LES CORES PROTEIQUES

3.1. Introduction

La partie protéique ou core protéique des protéoglycannes constitue la structure de base
sur laquelle sont ajoutés les GAGs. Comme pour la majorité des protéines, I’expression des
cores protéiques est régulée en fonction des besoins des cellules ou de leur environnement. Ils
permettent, de par leur composition polypeptidique, I’initiation de la synthése de GAGs qui
leur sont spécifiques. D une maniére générale, ils guident la localisation spatio-temporelle des
PGs. Les PGs sont généralement classés en quatre grandes familles : les PGs intracellulaires,
les PGs membranaires (ou péri-cellulaires), extracellulaires et, depuis peu, les PGs circulants

(Figure 6).

3.2. Les protéoglycannes intracellulaires

Le protéoglycanne intracellulaire le plus connu est la serglycine. La serglycine est dite
intracellulaire car elle est majoritairement localisée dans des vésicules de type granules de
sécrétion. Elle posseéde le plus petit core protéique (10 a 15 kDa) de tous les PGs identifiés. 11
comporte ainsi huit s€quences peptidiques de type Ser/Gly consécutives (chez I’Homme) sur
lesquelles se lient en fonction du type cellulaire, des chaines de CS, d’HS ou d’héparine. La
serglycine a ¢été localisée dans différents types de cellules telles que les cellules
hématopoiétiques, les cellules endothéliales ou encore les cellules embryonnaires. Selon le
type cellulaire, son expression est soit constitutive, soit induite. La fonction de la serglycine
reste encore bien mal connue. Cependant grace a ses chaines de GAGs, elle pourrait étre
utilisée pour constituer une sorte de "réserve" de protéines telles que des cytokines, des
facteurs de croissance ou méme des protéases. Ces protéines sont ainsi protégées de toute
protéolyse jusqu’au moment ou leur sécrétion extracellulaire par les vésicules devient
nécessaire (Schick et al., 2001 ; Schick et al., 2003 ; Humphries et al., 1999).

La serglycine est le seul PG qui posséde des chaines d’Hp et ce, lorsqu’elle est exprimée

dans les granules de sécrétions de mastocytes (Yurt et al., 1977).
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Figure 7: Les transcripts et protéines issus de I'épissage alternatif du cO44

a.

won

Le CD44 est codé par un gene qui possede 20 exons dont 10 (appelés variant ou “v"') sont sensibles
a I'épissage alternatif. Le plus petit isoforme de CD44 ou CD44 standard (CD44s) est exprimé de
fagon ubiquitaire alors que le variant le plus long est exprimé uniquement dans quelques tissus
épithéliaux.

La structure du CD44s est comparée avec celle du plus long des isoformes. La différence entre les
deux se fait uniquement au niveau de la "tige" (stem) de la protéine.

Représentation du domaine N-terminal des isoformes de CD44. Ce domaine permet [interaction
avec l'acide hyaluronique (grace aux a.a. 32-123). Pour la stabilité de ce module, 6 cystéines
formant 3 ponts disulfures semblent &tre primordiales pour le bon repliement du domaine et ce
quelque soit les isoformes. A noter que chez tous les isoformes, une chdine de chondroitine
sulfate peut &tre ancrée via ce domaine.

Le CD44s est composé de 46 a.a. Selon les isoformes il peut atteindre 381 a.a. comme dans le cas
du CD44v1-10. L'unique site d'attachement d'une chdine dHS se trouve &tre sur un fragment
protéique codé par I'exon V3 et he sera donc pas présent sur tous les isoformes et notamment le
CD44s.

Domaine cytoplasmique correspondant a la région C-terminale de la protéine. Ce domaine permet la
fixation de protéines aux fonctions importantes dans l'organisation du cytosquelette et dans la
signalisation. L'erzin, radixin moesin (ERM) se fixent par exemple aux a.a. 292-300. Les a.a. 331 et
332 sont eux nécessaires a la distribution basolatérale dans les épithéliums polarisés.

(Dapres Ponta et al., 2003)
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3.3. Les protéoglycannes membranaires

Il existe quatre grandes familles de PGs membranaires, le CD44, le bétaglycan, les

glypicans et les syndécans.

3.3.1. Le CD44

Le core protéique du CD44 est une protéine transmembranaire de classe I. Le CD44 est
impliqué dans de nombreux processus cellulaires tels que la différenciation, la mobilité, la
croissance et la survie. Méme s’il existe un seul géne codant pour le CD44, ’épissage
alternatif des 20 exons qui le composent, permet de parler de la famille du CD44. Ainsi du
plus petit isoforme a celui qui a subit le moins d’épissage, nous trouverons le CD44s, les
CD44v5, v4-7,v8-10, v3-10 et v1-10 (Figure 7a) (Ponta et al., 2003).

L’isoforme CD44 standard (CD44s) qui est celui exprimé dans la plupart des tissus, est
composé de trois domaines. Le domaine C-terminal cytoplasmique de 70 acides aminés, le
domaine transmembranaire (23 aa.) et la partie N-terminale qui est extracellulaire. Le
domaine N-terminal peut étre divisé en deux régions. Une premiere région située a I’extrémité
(exons 1 a 5) qui est largement conservée entres les especes, et une seconde (exons 6 a 10)
proche de la membrane, bien moins conservée, ou sont liées les chaines de CS. Entre ces deux
régions extracellulaires, les dix exons (vl a v10) qui subissent un épissage différentiel,
peuvent s’insérer entre les exons 5 et 6 (Figure 7a) (Martin et al., 2003). Certains de ces exons
peuvent permettre le greffage de chaines HS.

La régulation et la localisation des CD44 ont ét¢ largement étudiées. Il est connu que les
cytokines ont beaucoup d’influence sur le taux et le lieu d’expression du CD44. L’interféron
gamma par exemple est capable de diminuer le taux d’expression dans les cellules tumorales
de pancréas ou au contraire d’augmenter celui de CD44v10 dans les carcinomes du colon
(Ringel et al., 2001 ; Wimmenauer et al., 1999).

Les CD44 sont exprimés dans une large gamme de cellules telles que les cellules
hématopoiétiques (lymphocytes T, lymphocytes B, monocytes, granulocytes, érythrocytes),
certaines cellules épithéliales (kératinocytes, chondrocytes, cellules mésothéliales), certaines
cellules endothéliales et neurales. Les deux isoformes les plus représentés sont le CD44s
exprimé principalement sur les cellules hématopoiétiques, les leucocytes et méme les
fibroblastes, et ensuite le CD44H, qui est lui, plutét associé aux cellules épithéliales

notamment en cours de division (Brown et al., 1991). Ces deux isoformes ont clairement des
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fonctions différentes. Par exemple, le CD44s peut se fixer a I’AH et permettre 1’infiltration
lymphocytaire, alors que le CD44H ne le peut pas (Picker et al., 1989 ; Liao et al., 1993).

Les CD44 ont de nombreuses fonctions, dont beaucoup sont encore connues de fagon
approximative. La premiere fonction qui lui a été attribuée et qui est bien siir la plus évidente,
est celle de récepteur de 1’acide hyaluronique, justifiant ainsi I’appartenance des CD44 a la
famille des hyaladérines (Toole, 1990).

En tant que protéoglycanne, les CD44 qui possédent les chaines de CS sont capables de
fixer des composants de la matrice extracellulaire comme le collagéne ou la fibronectine. En
revanche, le CD44v3 qui porte une chaine d’HS peut fixer des facteurs de croissance de type
FGF-2, HB-EGF (Bennett et al., 1995 ; Jackson et al., 1995) ou encore I’ HGF/SF (Van der
Voort et al., 1999).

Les fonctions du CD44, trop nombreuses pour étre toutes détaillées ici (récepteurs de
molécules d’adhésion, régulateurs des signaux de transduction, etc.) peuvent étre exercées
aussi bien par la partie protéique que par les chaines de GAGs (de type CS et parfois HS)
voire par la coopération des deux, et ont été clairement détaillées dans les revues suivantes

Ponta et al., (2003) et Martin et al., (2003).

3.3.2. Le bétaglycan

Le bétaglycan est un protéoglycanne transmembranaire de type 1. Il a été découvert tout
d’abord comme un récepteur du Transforming Growth Factor béta (TGF-p) (Massagué, 1985)
et a été appelé, récepteur TGF-B-type III au regard de la forte affinité de son core protéique
pour le TGF-B. La partie extracellulaire du bétaglycan posséde un domaine de type endogline
(E-domaine) et un domaine de type uromoduline (U-domaine). L’inhibine A qui est une
hormone folliculo-stimulante, est capable de se fixer avec une forte affinité sur le U-domaine
alors que le TGF-f va lui interagir avec les deux domaines. Le bétaglycan est considéré dans
le cas de I’inhibine A comme un co-récepteur (Bernard et al., 2002). Sur la majorité des
cellules, le bétaglycan est le récepteur principal du TGF-f. L une des fonctions associées a ce
PG est de présenter le TGF-f3 au récepteur de type II par lesquel il transmet son signal (Wang
et al., 1991). Les fonctions associé¢es au GAGs (CS et HS) qui peuvent étre présents sur le

core protéique ne sont pas encore bien définies.
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Figure 8: La famille des glypicans

A : Diagrammes montrant l'organisation des différents domaines des cores protéiques du glypican.
La localisation des sites putatifs d'attachement des GAGs sont en orange. Les glypicans 1 a 6 sont
ceux retrouvés chez I'homme, le dally etant I'homologue chez la drosophile. Le schéma montre la
conservation des 14 cystéines réparties de la méme fagon pour tous les glypicans. Le dendrogramme
suggére que le glypican-3 /-5 et le glypican-4 /-6 forment des sous-familles (d'aprés Bernfield et
al, 1999).

B : Représentation schématique des glypicans. Le core protéique est localisé totalement dans
I'espace extracellulaire. Il posséde plusieurs ponts disulfures qui permettent |'organisation de la
partie protéique et en font un domaine globulaire compact. Les chdines d'HS sont covalemment liées
a des résidus sérines dans des régions consensus se trouvant non loin de la surface cellulaire. Le
core protéique est lié d la membrane plasmique par le carboxyl c-terminal via une ancre GPI. Le
composant "glycan” de I'ancre GPI est une trimannose-glucosamine (d'aprés De cat et David 2001),
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3.3.3. Les glypicans

Les glypicans, initialement découverts chez la drosophile, (GPC1 a 6) sont une famille de
six cores protéiques connus pour I’instant chez ’'Homme, issus de genes distincts. Ils sont
membranaires grace a leur liaison a une ancre lipidique de type glycosyl phosphatidyl inositol
(GPI). Tous ont en commun 1) une séquence signal a I’extrémité N-terminale qui va permettre
la sécrétion, ii) une région d’environ 50 kDa qui contient un profil caractéristique de 14
cystéines trés conservées, iii) une région proche de la membrane plasmique composée de
séquences d’attachement de GAGs de type Ser-Gly (2 a 4), iv) une extrémité C-terminale
hydrophobe impliquée dans la liaison au GPI (Figure 8A et 9bis). La région comportant les 14
résidus cystéines fortement conservée laisse penser qu’une partie de la protéine adopte une
conformation qui doit étre spécifique a la famille des glypicans, (importante par exemple pour
des interactions de type protéine-protéine), riche en ponts disulfures et donc plutdt globulaire
(Figure 8B et 9bis). Le domaine moins bien conservé proche de la membrane plasmique
apporte sans doute la spécificité de chaque glypican et cela notamment pour la composition en
chaines oligosaccharidiques qui sont exclusivement des HS (De Cat et David, 2001), a
I’exception du glypican-5 qui peut posséder des chondroitines sulfates (Saunders et al., 1997).
I1 a été¢ démontré par Chen et Lander (2001) que la sélectivité de la biosynthése d’HS plutot
que de CS sur la partie protéique du glypican-1, est due a une séquence de la région globulaire
du glypican, située a 70 aa des sites d’attachement des GAGs.

La caractéristique essentielle qui définit ce type de protéoglycanne est I’ancre GPI. Cette
derniére pourrait permettre la localisation préférentielle du glypican dans des microdomaines
membranaires appelés rafts, et permettre par conséquent une fonction locale (Simmons et
Toomre, 2000). A T’inverse, la localisation des glypicans en dehors de ces rafts serait
défavorisée (Simmons et Toomre, 2000). Cependant, les rafts sont la plupart du temps
localisés sur la surface apicale des cellules polarisées, alors que par exemple, le glypican-1 est
décrit comme majoritairement présent a la surface basolatérale de cellules épithéliales. De
manicre intéressante, Mertens et al. (1996) ont montré que 1’absence d’HS sur le glypican-1
permettrait une localisation apicale de ce PG, alors que la présence de ces GAGs favoriserait
sa localisation du co6té basolatéral. Cette donnée est tout a fait importante pour la
compréhension des fonctions des glypicans. En effet, comme 1’ancre GPI favorise les
phénoménes d’internalisation et de re-externalisation, l’action d’enzymes telle que

I’héparanase pourrait influer sur la localisation du core protéique du glypican et ainsi
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Figure 9: Domaines fonctionnels des syndécans

La partie protéique des syndécans est hautement conservée entre les espéces et entre les membres de la
famille au niveau de la région transmembranaire et du domaine cytoplasmique (C1, C2 et V-domain) ce qui
implique des fonctions similaires associées a ces régions entre les différents membres de la famille. En
revanche, I'ectodomaine est bien différent selon les syndécans, en particulier au hiveau de sa taille et de
sa séquence.

(d'aprés Beauvais et Rapraeger 2004)
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participer aux phénomenes de trancytose (phénomeéne permettant a une molécule de traverser
une cellule) (Mertens et al., 1996).

L’ancre GPI se révéle également trés importante pour le catabolisme ou "turnover" des
glypicans. Grace a elle, I’endocytose, le transport jusqu’aux lysosomes et la dégradation
complete du PG ne prennent au total pas plus de trente minutes. Les glypicans peuvent étre
internalisés avec leurs ligands, pour en étre ensuite séparés. Cela est un phénomeéne important
dans D’internalisation ou le recyclage de protéines liant les HS. Par ailleurs, lorsque les
glypicans sont internalisés, leur core protéique peut arborer de nouveaux types d’HS ayant
une composition structurale différente. De cette manicre, la cellule peut dans un contexte
particulier internaliser plus spécifiquement et plus facilement certains types de protéines
(revue de Bernfield et al., 1999). De Cat et David (2001) émettent 1’hypothése que les
glypicans pourraient étre sélectifs quant a la taille des ligands avec lesquels ils interagissent.
Ils expliquent que la "téte globulaire" de large taille pourrait constituer une sorte de filtre ne
laissant passer que les plus petites molécules, libres d’interagir avec les chaines d’HS.

D’une maniere générale, les glypicans sont exprimés préférentiellement durant les phases
de développement embryonnaire, et leurs niveaux d’expression varient en fonction du stade
de développement et du type cellulaire. Chez I’Homme, une mutation sur le géne codant pour
le glypican-3 est responsable du syndrome de Simpson-Golabi-Behmel (SGBS) qui se
manifeste par une croissance excessive deés la naissance (grosse langue, faciés grossier,

anomalies rénales) (DeBaun et al., 1991).

3.3.4. Les syndécans

Les syndécans sont une famille de PG composée de quatre protéines qui sont nommées de
syndécans 1 a 4 et qui sont issues de génes distincts (Figure 9 et 9bis). Chaque syndécan est
de nature transmembranaire, dite de type I et comporte : i) une région C-terminale
intracellulaire fortement conservée, divisée en trois sous-régions qui sont les domaines C1 et
C2 identiques chez tous les syndécans et le domaine V, variable selon le type de syndécan,
qui se trouve donc entre les C1 et C2 ; ii) un domaine transmembranaire conservé ; iii) un
domaine extracellulaire (encore appelé ectodomaine) qui est clairement la région la moins
conservée entre tous les syndécans. Il comporte cependant des séquences consensus telles que
les acides aminés Ser-Gly qui permettent I’attachement des GAGs, ou encore des domaines
sensibles a la protéolyse ou d’autres permettant 1’oligomérisation ; iv) une séquence signal en

position N-terminale (Bernfield et al., 1999).
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Figure 9bis: Les syndécans et les glypicans sont les deux grandes familles d’HSPG de la surface cellulaire

Représentation des différents membres de la famille des syndécans et de celle des PG membranaires a ancre GPI, les glypicans. En rouge sont indiqués les
sites dattachement de GAGs potentiels ou identifiés. Pour les syndécans, sont représentés : le domaine transmembranaire (bleu foncé), le domaine
intracellulaire (bleu a relief) avec les tyrosines conservées (points rouges). Pour les glypicans, sont représentés le core protéique (bleu) et I'ancre GPI (bleu
foncé). Le nom de chacun des membres des deux familles est indiqué ainsi que le hom alternatif et le poids moléculaire du core protéique.

Dapreés Tetsuhito Kojima (Nagoya University, School of Medicine)
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Les différences structurales entre les syndécans sont le résultat de variations dans le nombre,
le type et la composition des chaines de GAGs (Bernfield et al., 1999). Méme si le nombre et
le type de GAG sont en général spécifiques de chaque syndécan, la structure fine de la chaine
oligosaccharidique sera plutot dépendante de la cellule et de son état d’activation plutot que
de la nature du core protéique du syndécan (Carey, 1997).

Chaque syndécan possede des chaines d’HS liées sur I’ectodomaine. Il est cependant assez
fréquent que des chaines de type CS soient greffées également sur le core protéique (Uéno et
al., 2001).

Selon le stade de développement embryonnaire ou encore les conditions physiologiques,
les taux et les lieux d’expression des syndécans sont trés variables. Cependant, chaque
syndécan apparait étre préférentiellement exprimé dans certains types cellulaires. Le
syndécan-1 sera par exemple trouvé sur les cellules épithéliales et les cellules circulantes
malignes. Le syndécan-2 est présent sur les cellules endothéliales et les fibroblastes, alors que
le syndécan-3 serait plutdt exprimé dans les cellules du systéme nerveux. Enfin le syndécan-4,
moins sélectif, est exprimé sur la plupart des cellules (Gotte, 2003).

Les fonctions des syndécans semblent par ailleurs assez diversifiées. Ils représentent la
forme majeure d’HSPG a la surface des cellules, et agissent comme co-récepteurs, afin de
localiser, réguler, et activer bon nombre facteurs de croissance, de cytokines et de
chimiokines. Cependant, les syndécans semblent impliqués dans d’autres processus
biologiques. Dans certains cas, les syndécans s’oligomérisent, offrant une couverture en HS
de la surface cellulaire plus importante (Bernfield et al., 1999). Ils peuvent également jouer le
réle d’un récepteur "classique" capable de transmettre un signal. Par exemple, la région
cytoplasmique du syndécan-4 est capable de fixer le phosphatidylinositol 4,5-bisphosphate
(PIP2) et d’activer une enzyme : la protéine kinase C alpha (PKCa). Cette région peut
également interagir avec des protéines de signalisation ou de structures telles que CASK
(Calcium/calmodulin dependent serine protein kinase), FAK (Focal Adhesion Kinase), la
syndesmose et la paxilline. Ces interactions sont certainement liées (d’un point de vue de la
co-localisation et de la signalisation) a la formation de complexes macromoléculaires incluant
le syndécan-4, la fibronectine et les intégrines aSB1. Ce complexe semble nécessaire a la
formation des plaques focales d’adhésion et au réarrangement de 1’actine en fibres de stress.
Les syndécans semblent donc étroitement impliqués dans les processus d’adhérence cellulaire
(Beauvais et Rapraeger, 2004 ; Saoncella et al., 1998) et en partie dans I’organisation du

cytosquelette (Yoneda et Couchman, 2003 ; Woods, 2001).
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Figure 10: Domaines structuraux du collagéne XVIII et de son domaine
NC1/endostatine

a: Schéma de la chdine al du collagéne XVIII (La chdine al du collagéne XV étant
structuralement homologue). Ils appartiennent a la sous-famille de collagéne dite des
multiplexines du fait de leurs domaines en ftriple hélice (orange) inferrompus par des
séquences hon-collagéniques. Ils contiennent un domaine N-terminal non-collagénique qui
peut subir un épissage alternatif chez le collagéne XVIII, et un domaine C-terminal (NC1)
non collagénique.

b: Le domaine NC1 du collagéne XVIII contient trois sous-domaines distincts : un domaine
de trimérisation impliqué dans l'assemblement non covalent de I'homotrimere (rouge). un
domaine intermédiaire (vert) sensible a la protéolyse, et un domaine C-terminal au
propriétés angiogéniques : I'endostatine (jaune).

(daprés Iozzo 2005)
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L’ensemble de ces interactions protéine-protéine, la formation de complexes
macromoléculaires, et de ces oligomérisations avec les molécules "charpentes" de la matrice
extracellulaire et du milieu intracellulaire sont cependant encore mal comprises. De plus en
plus d’indications viennent néanmoins suggérer que la formation de ces complexes est utile
pour localiser les GAGs et par conséquent pour permettre I’action de protéines dont 1’activité

biologique est dépendante des GAGs.

3.4. Les protéoglycannes extracellulaires

3.4.1. Les protéoglycannes de la membrane basale

3.4.1.1. Les collagénes XVIII et XV

Sur I’ensemble des collagénes identifiés, cinq se trouvent étre des protéoglycannes. Les
collagenes de type IX, XII et XIV appartiennent a la sous-famille de collagéne dite FACIT
(Fibril Associated Collagen with Interrupted Triples helix) localisés principalement dans les
tissus conjonctifs et ornés pour la plupart de chaines CS (Li et al., 2000).

Les collagénes XVIII et XV quant a eux, sont également des molécules hybrides : a la fois
collagene et protéoglycanne. Ils font partie de la sous-famille de collagénes des multiplexines.
Leur structure est décrite sur la Figure 10. Le collagéne XVIII porte préférentiellement des
chaines HS méme si dans certains cas, in vitro, des chaines de CS ont été identifiées (Dong et
al., 2003). Le collagéne XV se différencie de son homologue en portant des chaines CS. Le
collagene XVIII aurait des activités associées a certaines fonctions oculaires. En revanche, la
déficience en collagene XV est associée plus facilement a des désordres cardiaques ou des
muscles squelettiques (Iozzo, 2005). D’une maniére générale, peu de choses sont connues sur
I’utilité¢ des chaines de GAG des collagénes méme si la régulation de I’activité de facteurs de
croissance ou des phénomenes d’adhérence cellulaire peuvent étre supposés, comme

notamment dans la progression de la maladie d’ Alzheimer (Van Horssen et al., 2002).

3.4.1.2. L’agrine

L’agrine est une protéine de plus de 2000 acides aminés qui comporte environ 400 kDa de
glycosylation, principalement du c6té N-terminal, dont trois chaines d’HS ce qui la classe

dans la famille des HSPGs (Tsen et al., 1995). Un épissage alternatif permet de donner
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naissance a deux isoformes d’agrine dont 1’un est une protéine transmembranaire de type II
(TM-agrin) et I’autre est extracellulaire. Cette différence de localisation leur donne a chacune
des fonctions tres distinctes (Burgess et al., 2000).

Dans les jonctions neuromusculaires, 1’agrine permet le rassemblement des récepteurs a
I’acétylcholine, (AChRs) grace a la région C-terminale du core protéique et elle participe ainsi
a la formation de 1’appareil post-synaptique (Bezakova et al., 2003). Dans le cerveau et plus
précisément dans le ganglion cervical supérieur, 1’agrine est importante pour réguler la
formation des synapses cholinergiques interneurales. Dans les synapses immunologiques, sur
les lymphocytes T activés, I’agrine semble également étre une des molécules responsables de
I’agrégation de rafts contenant par exemple, des complexes CD3/T-cell récepteurs, complexes
qui ne se forment que si I’agrine n’est pas glycosylée.

Bezakova et ses collaborateurs proposent ¢galement que les glycosylations permettent de
réguler les interactions protéine-protéine sur le core protéique, et pourraient ainsi influencer
I’orientation des protéines impliquées dans la reconnaissance de type cellule-cellule comme
dans le cas de D’agrine déglycosylée qui est impliquée dans D’activité des synapses
immunologiques. Les glycosylations ont sans aucun doute une influence sur 1’agrégation des

AChRs (Bezakova et al., 2003).

3.4.1.3. Le bamacan

Historiquement, le bamacan (BAsment Membrane-Associated chondroitin protéoglyCAN)
est le troisiéme PG des membranes basales a avoir été découvert, apres le perlécan et 1’agrine.
A T’exception du collagene XV, le bamacan est le seul PG des membranes basales, connu
jusqu’a présent pour posséder des chaines CS. Son core protéique est constitué¢ de cinq
domaines ou les GAGs peuvent étre ajoutés sur les domaines I1 et V (Iozzo, 1998).

Le bamacan est exprimé tardivement durant 1’organogéneése. Il jouerait un réle dans la
stabilisation de la membrane basale. Sa distribution est fortement perturbée lorsque la stabilité
de la membrane basale est compromise (Ehara et al., 1994).

De facon surprenante, le bamacan est également une protéine intracellulaire de la famille
des SMC3 (Structural Maintenance of Chromosome 3) (Ghiselli et al., 1999). Sa dérégulation

semble étre également étroitement liée a I’oncogenese (Ghiselli et lozzo, 2000).
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Figure 11: Domaines structuraux du perlecan humain

Les cinq domaines de la partie protéique de perlecan (indiqués en chiffre romain) ont été schématisés. Ils contiennent des modules et répétitions qui
sont régulierement refrouvés chez les protéines de la matrice extracellulaire ou de la surface cellulaire impliqués dans I'adhésion ou la croissance
cellulaire. Le domaine I contient frois séquences consensus d'attachement des HS : Ser-Gly-Asp et un module SEA qui favorise la glycosylation. Un
autre site potentiel d'attachement des HS dans le domaine V n'a pas été schématisé. Dans le domaine II se trouvent quatre répétitions semblables au
récepteur LDL (Low density lipoprotein) de classe A suivi par une répétition immunoglobuline (Ig)-like. Le domaine IIT est lui composé de trois domaines
globulaires homologues au domaine IV de la laminine entre lesquels neuf domaines “laminin-EGF (Epidermal Growth Factor)-like” se répétent. Le domaine
IV s'organise autour de 21 domaines Ig-like de fagon tres similaires a ce qui est observé chez la protéine N-CAM (neural cell adhésion molecule). Enfin
le domaine V ou endorepelline contient trois domaines globulaires homologues a la laminine G séparés par deux domaines présentant deux répétitions
d'EGF-like.

(daprés Iozzo, 2005)

59



3.4.1.4. La famille du perlécan

Le perlécan tient son nom de son apparence semblable a un collier de perles lorsqu’il est
observé en microscopie €lectronique. Cette protéine modulaire est I'une des plus grandes chez
les vertébrés (800 kDa) et les invertébrés (470 kDa) (Iozzo, 2005). Le perlécan posseéde cing
domaines (Figure 11). Il fait partie de la famille des HSPGs car il comporte trois chaines HS
liées sur le domaine I et une autre potentiellement liée sur le domaine V. Sa composition
modulaire lui permet d’interagir avec de nombreux autres partenaires protéiques. Par
exemple, les domaines III et IV peuvent interagir avec un facteur de croissance tel que le
FGF-7 (Mongiat et al., 2000). De nombreux autres exemples ont ét¢ décrits (revue dans lozzo,
2005).

Le perlécan est un PG présent dans la membrane basale de la plupart des cellules
endothéliales et épithéliales. Il peut également étre associé a la surface cellulaire grace a ses
interactions avec les intégrines, et notamment I’a2B1 (Iozzo, 1984 ; Bix et lozzo, 2005). 11 est
¢galement exprimé dans des tissus non vascularisés tels que le cartilage et les tissus
conjonctifs (SunarRaj et al., 1995 ; Melrose et al., 2004).

Ainsi, chez les souris déficientes en perlécan (KO), la moitié des embryons ne survit pas
alors que I’autre moitié¢ posséde de séveres anormalités au niveau du cartilage et du cerveau et
décede de troubles respiratoires assez rapidement aprés leur naissance.

En revanche, la suppression d’une région du géne de perlécan qui supprime I’attachement
de deux des trois chaines HS n’est pas fatale. Les souris ont cependant des yeux de taille
réduite et une dégénération de leur systéme oculaire a été observée.

Chez I’Homme, des mutations dans le géne HSPG2 codant pour le perlécan causent des
désordres physiologiques. Par exemple, I’absence du perlécan déstabilise la matrice du
cartilage a cause notamment de la mauvaise régulation des FGFs. Une délétion du domaine V
du perlécan se traduit par le syndrome Schwartz-Jampel affectant les muscles et qui est li¢ a la
non-dégradation de I’acétylcholine, normalement effectuée par le complexe composé de
I’acétylcholinestérase, du perlécan, de 1’agrine, de [’acétycholine récepteur et du MuSK
(Muscle-specific receptor tyrosine kinase) (Iozzo, 2005). Pour en apprendre davantage sur les

fonctions du perlécan il y a la revue récente de Knox et Whitelock (2006).
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Figure 12: Représentation schématigue des quatre membres
de la famille des hyalectans

A lintérieur dun méme protéoglycanne, sont mis en évidence, les
différents domaines par les chiffres I, IT et III. Ces domaines sont
composés de modules : Ig pour les répétitions de type immunoglubuline, LP
pour les modules de type "link-protein”’, GAG pour les domaines constituant
les sites d'ancrage pour les GAGs (o et B font valoir I'épissage alternatif),
EG pour les modules "EGF-like”, Lectin pour les modules "C-type lectin-like",
CR pour le module protéique de “"Complement Regulatory”, KS pour le
module d'attachement des KS.

(daprés Iozzo 1998)
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3.4.2. La famille des hyalectans

Les protéoglycannes qui composent la famille des hyalectans (également nommée famille
des lecticans) sont similaires par leur séquence peptidique et par les fonctions qui leur sont
attribuées (Iozzo, 1998). Quatre protéines issues de geénes différents sont membres de cette
famille, a savoir le versican, I’aggrécan, le neurocan et le brévican (Figure 12). Le terme
"hyalectan" vient du fait que ce sont des protéoglycannes qui se lient a I’acide hyaluronique et
aux lectines. Ils comportent trois domaines conservés : la région N-terminale (domaine I) qui
va permettre les interactions avec I’AH ; un domaine central (domaine II) sur lequel les
chaines de GAGS sont ancrées ; et enfin la partie C-terminale (domaine III) qui interagit avec
les lectines (Iozzo, 1998). Les hyalectans sont des CSPG. L’aggrécan posséde également des
GAGs de type KS dans un sous-domaine composé de séquences consensus hexapeptidiques
(Heinegard et al., 1985). Le neurocan possede également des chaines KS. En revanche,
aucune chaine d’HS n’a été décrite dans la littérature. Le nombre de sites d’ancrage des
GAGs sur le domaine central est respectivement pour 1’aggrécan, le versican, le neurocan et le

brévican, d’environ 120, 20, 7 et 3 (Yamaguchi, 2000).

3.4.2.1. Le versican

Le versican est le membre le plus représenté de la famille des hyalectans. Il est composé
de modules peptidiques. Son domaine I (N-terminal) contient un module Immunoglobuline
suivi de deux modules de liaison ("link-protein") qui sont impliqués dans la liaison a 1’acide
hyaluronique. Le domaine II contient deux régions de fixation des GAGs : les domaines
GAG-a et GAG-B codés par deux exons différents. Ils contiennent jusqu’a 30 séquences
consensus permettant ’attachement des GAGs ainsi que d’autres sites de N- et O-
glycosylations (Iozzo, 1998). L’épissage alternatif de ce domaine II crée quatre variants
possibles chez les versicans. Le plus répandu, VO, contient les deux domaines GAG-a et
GAG-, les trois autres contiennent soit le domaine GAG-B (V1), soit le domaine GAG-a
(V2), soit aucun des deux (V3). Le domaine III, quant a lui, est composé de deux modules de
type EGF suivi par un "C-type lectin domain" et enfin un module de type "complement
regulatory protein" (Figure 12) (Iozzo, 1998).

L’¢épissage alternatif semble avoir un role fonctionnel et permet une expression

différentielle de chaque isoforme en fonction du type cellulaire. Les isoformes VO et V1 par
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acide hyvaluronique

Figure 13: L'association de |'aggrécan et de |'acide hyaluronigue

A : Photo de microscopie électronique de l'agrégat formé entre une chdinhe d'acide hyaluronique et
plusieurs molécules d'aggrécan.

B : Dessin représentant une chdine d'acide hyaluronique (bleu) sur laquelle, grdce a des protéines
de liaison (boule noire), sont fixées de maniere réguliere, tout au long de la chdine, des molécules
d'aggrécan.

(daprés http://anatomy.yonsei.ac.kr/slide/histo/C&B_2003.files/slide0050.htm)
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exemple sont exprimés dans les fibroblastes, les chondrocytes, les hépatocytes, alors que les
kératinocytes expriment uniquement I’isoforme V1 (Iozzo, 1998).

Les fonctions des versicans sont diverses. Agrégés avec 1’acide hyaluronique, ils
permettent la rétention d’eau lors des processus de remodelage cellulaire (réparation apres
blessure ou inflammation) (Delehedde et al., 2001), ceci méme si le nombre de chaines de
GAGS du versican est moins important que 1’aggrécan. Une forte localisation de versicans a
¢été observée dans les tissus en prolifération intense, notamment dans les zones riches en AH
associées a I’inflammation (Bensadoun et al, 1997 ; Nara et al., 1997 ; Brown et al., 1999 ;
Venkatesan et al., 2000 ; Johnson, 2001). D’une maniére générale, la grande diversité
fonctionnelle du versican est liée au fait qu’il interagit avec de nombreuses protéines de la
matrice extracellulaire et de la surface cellulaire (Wu et al.,, 2005). Récemment, la
surexpression du versican et de la décorine, qui sont tout deux des CSPG, a ét¢ associée a un
mauvais pronostic dans le cancer du pancréas (Skandalis et al., 2006). L’absence d’expression
du versican chez le rat (par la technique des RNAI) altére les cellules musculaires lisses
(prolifération cellulaire et migration réduites) et permet sur ces cellules une intensification du
phénotype li¢ a 1’élastogénese (augmentation du taux d’expression des protéines de

I’¢lastogénese) (Huang et al., 2006).

3.4.2.2. L’aggrécan

L’aggrécan est le plus volumineux de tous les PGs (Iozzo, 1998). La composition du corps
protéique reste semblable a celle du versican a I’exception d’un domaine favorable a la
fixation des chaines KS (Figure 12). La région centrale (domaine II) peut comporter jusqu’a
120 chaines de CS qui ont une taille variable de 20 a 60 kDa (Iozzo, 1998). L’aggrécan est le
PG majeur des cartilages, notamment du cartilage hyalin (essentiellement articulations). Cela
n’exclut pas qu’il est également présent dans la matrice extracellulaire d’autres types de
tissus. Dans les cartilages, son expression massive et sa forte affinité pour I’AH permettent de
créer des complexes macromoléculaires anioniques de tailles trés importantes, atteignant
parfois 200 000 kDa et pouvant donc étre percus comme une agrégation, d’ou le terme
"aggrécan" qui a été donné a ce PG (Figure 13). Ces complexes macromoléculaires sont
souvent stabilisés par des protéines qui font le lien entre deux molécules qu’on appelle les
"link protein" ou protéines de liaison. On trouve parmi ces protéines, le TSG-6 et le CD44. La
fonction de ces complexes macromoléculaires est principalement de conférer au cartilage les

propriétés qui lui sont associées, a savoir une grande résistance au stress mécanique et une
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Particularité
NOM (Taille du core protéique) GAGCSL?::ST de ' (:: ::t::
région N-terminale
riche en cystéine)
Classe Décorine (40 kDa) DS (1 chaine) CX,CXCX,C
Biglycan (40 kDa) DS (2 chdines) 10 LRR
Asporine 8 exons
CI;;se Fibromoduline (42 kDa) KS (2-3 chdines) 3 exons
Lumican (38 kDa) KS (3-4 chdines) 10 LRR
Kératocan (38 kDa) KS (3-5 chdines) CX3CXCX C
PRELP (44 kDa) KS (2-3 chdines)
Os'réoadhé(rjgeﬁgsaf)éomoduline KS (2-3 chdines)
C!E:;;e Epiphican/PGk[)LaI:;/DSPG3 (35 DS (2-3 chalnes) 7 exons
Mimican/ostéoglycine (35 kDa) KS (2-3 chdines) 6 LRR
Opticine/oculoglycan CX,CXCX,C

Figure 14: Tableau de classification des SLRPs

Les SLRPs sont classées selon |'organisation de leur gene et I'homologie des membres a l'intérieur
de cette famille. Dans la premiere colonne sont listées les trois classes de SLRP. Dans la seconde
colonne sont présentés les PGs appartenant aux différentes classes avec le poids moléculaire de
leur core protéique lorsqu'il est connu. La troisiéme colonne rend compte de la nature et du
nombre de chdines de GAGs qui sont liées au core protéique. Enfin la derniére colonne donnent
des informations sur le nombre d'exons, le nombre de LRR (leucine-rich repeats) et les séquences
a I'extrémité N-terminale riches en cystéines (C est une cystéine et X un autre acide aminée).

(daprés Iozzo, 1998 et Young et al., 2003)
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importante élasticité. Ces complexes polyanioniques sont en effet capables de retenir 1’eau
dans une proportion trés importante et 1’aggrécan peut ainsi créer un volume hydrodynamique
mille fois supérieur a son propre volume (Roughley et al., 2006 ; Dudhia et al., 2005 ;
Caterson et al., 2000 ; lozzo, 1998).

3.4.2.3. Le neurocan

Le neurocan est le troisiéme membre de la famille des hyalectans a avoir été cloné (Rauch
et al., 1992). Sa composition protéique est similaire a celle du versican a 1’exception de son
domaine II, qui est plus restreint et comporte en moyenne trois chaines de CS. Cependant sept
séquences consensus pour ’attachement des CS sont présentes (Figure 12). La taille moyenne
de ces chaines CS varie de 20 a 35 kDa. Ces chaines de CS sont principalement sulfatées en
position C4 sur la GalNAc. Cependant, la composition de ces chaines peut étre amenée a
évoluer d’une maniére trés significative. Par exemple, chez le rat de sept jours, les CS du
neurocan seront pour 20 % des CS 6-O-sulfatées (CS C) alors que chez le rat adulte, moins de
3 % de CS C sont retrouvés (Rauch et al., 2001).

De maniére intéressante, le neurocan comme le brévican sont des PG retrouvés
principalement dans le cerveau (Rauch et al., 2001). Le neurocan est capable, avec son
domaine C-terminal, d’interagir avec des molécules d’adhésion neurale telles que les Ng-
CAM, N-CAM permettant une inhibition de la croissance neuritique et des interactions
homophiliques créées par ces derniéres. Sa localisation semble, dans certains cas, dictée par
des interactions avec des molécules telles que la tenascine (-C ou -R) notamment via sa région

N-terminale (Rauch et al., 2001).

3.4.2.4. Le brévican

Le brévican, du latin brevis (court) est le quatrie¢me CSPG de la famille des hyalectans a
avoir été découvert (Iozzo, 1998). Son nom est di au fait que la région de fixation des GAGs
sur le core protéique est courte (Figure 12). De ce fait, le brévican n’est capable de supporter
que seulement une a trois chaines oligosaccharidiques de type CS. Dans le cerveau humain, le
brévican est le hyalectan le plus représenté. Le brévican existe soit sous une forme enticre
(145 kDa) laquelle possede des GAGs, soit sous une forme dégradée de fagon protéolytique
(80 kDa) qui ne possede plus les sites d’ancrage des CS. Ce phénoméne de dégradation qui

offre un core protéique ayant des fonctions différentes, se retrouve également chez 1’aggrécan
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Figure 15a: Organisation moléculaire de certaines SLRPs

Sur cette figure sont représentés de fagon schématique les cores protéiques des SLRPs les plus
étudiées. Bien que l'échelle ne soit pas respectée, cette figure permet de visualiser la
localisation des sites de glycosylation, des LRR ainsi que des regroupements de cystéines le long
de la partie protéique.

(Daprés Yukiko Mochizuki, Tamayuki Shinomura, Koji Kimata (Aichi Medical University, Institute
for Molecular Science of Medicine))
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et cette coupure est dépendante des MMP (Matrix Metalloproteinase) (Yamaguchi, 1999). La
forme tronquée du brévican devient plus abondante dans le stade tardif du développement
embryonnaire. Chez le rat, en plus du brévican sécrété, un brévican li¢é aux membranes

plasmiques via une ancre GPI, a été caractérisé (Figure 12) (Iozzo, 1998).

3.4.3. La famille de protéoglycannes riches en leucine (SLRP)

3.4.3.1. Introduction

La famille des protéoglycannes riches en leucine appartient a la grande famille des SLRPs
(Small Leucine-Rich Protein). Elle englobe les PGs de la matrice extracellulaire dont le core
protéique, d’environ 40 kDa, est composé¢ de séquences LRRs (Leucine Rich Repeats),
délimitées de chaque coté par des regroupements de cystéines (Figure 14 a). Sur la base de
leur organisation génomique et protéique, les SLRPs ont été classés en trois sous-classes
dénommeées tout simplement classe I, classe II et classe III (Figure 14). Dans la classe I, on
trouvera pour les plus connus le biglycan, la décorine et 1’asporine. La classe II est, elle,
composée notamment du lumican, de la fibromuduline, du PRELP, du kératocan et de
I’ostéoadherine/ostéomoduline. Enfin, la troisiéme classe inclut I’opticine, I’épiphycan et
I’ostéoglycine (McEwan et al., 2006).

Les homologies dans la composition générale de ces SLRPs sont importantes, cependant
quelques différences sont observées. Dans la classe I, chez la décorine et le biglycan par
exemple, un signal pro-peptidique juxtaposé a un signal peptidique a été identifi¢ dans le
domaine I (Figure 15 a). Il semble nécessaire a I’activité de la xylosyltransférase, laquelle
permet I’initiation de la biosyntheése des GAGs (Sawhney et al. 1991 ; Oldberg et al., 1996 ;
Hocking et al., 1996). Les SLRP de classe II ne possédent pas ce signal pro-peptidique, mais
semblent en revanche subir une dégradation protéolytique aprés la perte de leur signal
peptidique, cela afin de devenir actifs. Cette différence est en corrélation avec la composition
en GAGs de chacune des classes de SLRP. En effet, alors que le biglycan et la décorine
possédent des chaines de CS, les PG de la classe II vont, d’une manic¢re générale, étre ornés
de chaines de KS ancrés sur des asparagines (Iozzo, 1998). Le domaine II (Figure 15 a)
compos¢ principalement d’une séquence consensus comportant des cystéines (Cx;.3CxCx.9C)
permet aussi de faire la distinction entre les 3 classes. En effet, les PGs de la classe I ont leurs
Cys espacées par 3, 1, 9 résidus, ceux de la classe Il par 3, 1, 9 et ceux de la classe Il par 2, 1,

6 résidus (McEwan et al., 2006). Les acides aminés présents entre les cystéines sont fortement
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Scott, P. 6. et al.
J. Biol. Chem. 2006 ; 281:13324-13332

Figure 15b: Superposition des structures de la décorine et du biglycan

Sur cette figure sont superposés les atomes C-o du biglycan (vert) et ceux de la décorine
(rouge). Une structure dimérique quasi-identique qui refléte I'homologie des deux molécules.

(Daprés Scott et al., 2006)
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conservés par classe. Les éléments les plus conservés entre les classes sont bien sir les
séquences LRR de compositions LxxLxLxxNxLSxL, ou L est une leucine, isoleucine ou
valine, S est une sérine ou thréonine. Dix répétitions sont couramment observées, bien que
chez les SLRP de classe III seulement six soient présentes (lozzo, 1998). La région C-
terminale (domaine IV) des SLRP est caractérisée par au moins deux cystéines. Chez le
biglycan, un pont disulfure a ét¢ identifi¢, créant une boucle qui permet I’interaction du
biglycan avec le collagéne. Cette interaction semble cruciale pour ’activité du biglycan dans
le contrdle de la fibrillogénese (Rada et al., 1996).

La famille des SLRP ne cesse de s’agrandir. Aussi, les principales caractéristiques du
biglycan, de la décorine, du lumican et de la fibromoduline seront uniquement détaillées ci-
apres car ils sont les plus étudiés pour I’instant. Ils ont par ailleurs en commun la capacité de
fixer le TGF-P (Transforming Growth Factor beta) et de jouer un rdle dans la régulation de la

fibrilogenese du collagene (Wadhwa et al., 2005).

3.4.3.2. Le biglycan

Le biglycan appartient a la classe I des SLRP. Il posséde deux chaines de CS ancrées du
coté N-terminal. Comme cela a été observé pour la décorine, il se dimérise en solution grace a
ses LRR. Cette dimérisation permettrait de stabiliser la protéine (Scott et al., 2006) (Figure
15b).

La suppression, chez la souris, du géne codant pour le biglycan, a permis d’évaluer sa
fonction. Young et al. ont ainsi montré (2003) que la perte de I’expression du biglycan chez la
souris dont le geéne a été inactivé permet d’observer une longueur d’os réduite ainsi qu’une
masse et densité minérale plus faibles. Un processus d’ostéoarthrose encore plus flagrant a été
observé chez une souris modifiée génétiquement pour ne pas exprimer a la fois le biglycan et
la fibromoduline (Wadhwa et al., 2005a ; 2005b).

Il est également connu que le biglycan aide a la formation des réseaux de collagéne de
type IV, préférentiellement grace a son interaction avec ces derniers (Wiberg et al. 2002).
Toujours dans le contexte de la matrice extracellulaire, le biglycan (au méme titre que la
décorine) se complexerait aux matrilines de type I, II ou III pour créer un lien entre les
collagénes de type VI et I’aggrécan (Wiberg et al., 2003). Ce lien étroit avec ’aggrécan
permet de rappeler que les aggrécanases 1 et 2, qui sont les enzymes responsables notamment

de coupures protéolytiques dans la partie protéique de 1’aggrécan, sont également capables de
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couper le biglycan (et non pas la décorine) dans son domaine riche en LRR (Melching et al.,

2006).

3.4.3.3. La décorine

A I’image du biglycan son homologue, la décorine appartient aux PGs de la famille des
SLRPs de classe I (Iozzo, 1998). C’est I'un des rares PGs a n’avoir qu’une seule chaine de DS
liée a son core protéique (Roughley, 2006). La décorine possede également trois sites de N-
glycosylation qui semblent nécessaires a la sécrétion extracellulaire (Seo et al., 2005). Stable
sous forme dimérique, ce PG, membre le plus étudi¢ des SLRP, exerce son activité aussi bien
avec son corps protéique qu’avec sa chaine de DS. Il permet de réguler la formation et la
stabilisation des fibrilles de collagénes (Iozzo, 1998). Il est par ailleurs capable de constituer
une sorte de réservoir pour le TGF-3 (Kinsella et al., 2001 ; Kresse et al., 2001) et de moduler
I’activité de ce facteur de croissance (Iozzo, 1998 ; Droguett et al., 2006). La décorine permet
de controler le devenir de nombreux types cellulaires en interagissant par exemple avec des
récepteurs de la famille des ErbB dans les cellules tumorales. Cette liaison serait en relation
avec une réduction des métastases tumorales dans le cancer du sein (Santra et al., 2000 ; Reed
et al. 2005). L’interaction de la décorine avec d’autres récepteurs du type tyrosine kinase a
¢galement été montrée, notamment avec I’EGFR (Epidermal Growth Factor Receptor) (Santra
et al., 2002) ou avec I'IGFR (Insulin-like Growth Factor Receptor) sur les cellules
endothéliales (Schonherr et al., 2005). De plus, la décorine semble jouer un role dans le
contrdle de I’angiogenese. Grant et coll. (2002) ont par exemple remarqué que 1’ajout du PG
pouvait in vivo affecter la croissance tumorale par I’inhibition de la croissance vasculaire.
L’absence du geéne codant pour la décorine chez la souris semble responsable d’une peau
fragile et relachée ainsi que d’un changement dans la morphologie des fibrilles de collagene

(Corsi et al., 2002).

3.4.3.4. Le lumican

Le lumican appartient a la famille des SLRP de classe II (Iozzo, 1998). 1l a la particularité
d’étre retrouvé soit sous la forme d’une glycoprotéine non sulfatée, soit sous la forme d’un
protéoglycanne. Alors qu’une a deux chaines de polylactosamines peuvent décorer la
glycoprotéine de lumican, ce sont des KS (5 sites potentiels) qui ornent plus spécifiquement la

forme "protéoglycanne" du lumican, le rangeant dans la catégorie des KSPG (Naito 2005). Ce
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changement de modification post-traductionnelle semble jouer notamment un role dans la
transparence de la cornée. Dans la cornée adulte, la forme "PG" est principalement présente
alors que dans celle de I’embryon la forme "glycoprotéine" est toujours majoritaire (Cornuet
et al. 1994). De plus, la suppression du gene codant pour le lumican chez la souris crée une
opacification de la cornée et un relachement de la peau, pouvant s’expliquer par une
répartition et un assemblage non homogenes du collageéne (Chakravarti et al., 1998).

Le lumican est le PG majeur de la plupart des stromas (Iozzo, 1998). Il est parallélement
surexprimé principalement dans les régions de fibroses pathologiques par les cellules
stromales dont les VSMCs (Vascular Smooth Muscle Cells). Sa faible expression dans les
tumeurs du sein est souvent associée a un mauvais pronostic. Outre ses capacités a organiser
les fibrilles de collagéne et a rendre la cornée transparente, le lumican permet également de
réguler D’expression d’un autre KSPG qui est le kératocan (Carlson et al., 2005). Ce
mécanisme semble étre nécessaire pour assurer un niveau suffisant d’expression de petits

protéoglycannes utiles a 1’organisation du collagéne dans le stroma.

3.4.3.5. La fibromoduline

La fibromoduline est également un PG de la classe II dans la famille des SLRP (lozzo,
1998). Son domaine LRR peut comporter jusqu’a cinq chaines de KS. On le retrouve
principalement dans les tissus interstitiels, le cartilage, les tendons et aussi dans 1’os en
formation. L’inactivation du geéne codant pour la fibromoduline n’entraine, chez la souris,
aucun trouble apparent majeur et la viabilité comme la fertilité de ces animaux mutants sont
conservées (Svensson et al., 1999). L’organisation tissulaire du tendon d’Achille chez ces
souris est cependant anormale, probablement a cause d’une modification de 1’architecture des
collagenes caractérisée par des fibrilles de diameétre nettement plus petit (Chakravarti, 2003).
Cette nécessité de fibromoduline dans les tendons est confirmée par les travaux d’Ameye et
al. (2002) qui observent une ossification des tendons ainsi que le développement
d’ostéoarthrite chez des souris déficientes en fibromoduline.

In vitro, la fibromoduline et le lumican ont le méme site de fixation sur les fibres de
collagénes de type I (Svensson et al., 2000). Ezura et al. (2000) suggérent de ce fait que la
fibromuduline occuperait, durant les phases avancées du développement, des fonctions
comparables a celles du lumican dans le domaine de la fibrillogénese lors des premicres

phases du développement chez la souris.
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D’une maniere générale pour le lumican et la fibromoduline, peu de rdles sont encore
connus concernant la partie GAG de ces PGs. Les KS permettent probablement I’hydratation
de la région cornéenne (méme si la capacité d’hydratation de KS est plus faible que celle des
DS). Les KS ont également sans aucun doute des fonctions sur le stroma puisque leur absence
semble étre en cause dans les désordres tels que la dystrophie cornéenne maculaire. Par
ailleurs, il a été observé que les macrophages murins ne peuvent pas lier le lumican lorsqu’il
possede des KS, alors qu’en leur absence, I’interaction devient possible. D’autres expériences

ont alors suggéré des propriétés antiadhésives a ce type de GAGs (Funderburgh, 2000).

3.4.4. Les protéoglycannes circulants

3.4.4.1. Le PG-100 ou MCSF1

La partie protéique (75 kDa) du PG-100 fait environ 106 kDa aprés 1’ajout
d’oligosaccharides sur deux asparagines et quelques O-glycosylations, d’ou son nom de
proteoglycan-100. A cela s’ajoute une unique chaine de CS (Schwartz et al., 1990). Il est
secrété principalement par les macrophages mais a également été retrouvé secrété par des
lignées cellulaires d’ostéosarcome ou endothéliales. In vitro, son expression depuis une lignée
endothéliale est régulée par différents facteurs. Par exemple, en réponse a du FGF-2 ou FGF-7
et du TGF-B, la sécrétion du PG-100 est accrue. Cette observation n’est pas valable pour
d’autres "petits" CSPG, tels que le biglycan et la décorine (Nelimarkka et al., 1997). Dans le
cas du PG-100, la fonction attribuée a I’entité "protéoglycanne" dans sa totalité n’est pas
claire dans la littérature. En effet, grace a une recherche d’homologues par alignement de
séquences d’ADNc, il a ét¢ démontré que le PG-100 a la méme séquence protéique que la
protéine connue sous le nom de MCSF-1 (Macrophage Colony Stimulating Factor). Le
MCSF-1 est le principal régulateur de la survie, de la prolifération, et de la différenciation des
phagocytes mononucléaires. Il joue un réle important dans I’immunité innée, contre le cancer
et les maladies liées a I’inflammation. Ses fonctions dans I’immunité et 1’inflammation ont
récemment fait I’objet d’une revue (Chitu et Stanley, 2006). Partenheimer et coll. (1995) ont
cependant mis en avant une fonction potentielle de la chaine CS particuliérement intéressante.
En effet, leurs travaux suggérent que la partie CS du PG-100 aurait pour role de permettre le
stockage de la protéine dans un environnement extracellulaire en inhibant son activité

(activité CSF-1) lorsqu’elle n’est pas nécessaire. L’activité CSF-1 est, en effet, a priori issue
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Figure 16 a: Représentation schématigue

de la structure de la bikunine

La chdine polypeptidique est constituée par deux
domaines de type Kunitz, reliés par un court peptide.
Chaque acide aminé est représenté par un cercle et
les sucres par un carré. On trouve lié au polypeptide
une chdine de chondroitine sulfate ainsi qu'un N-

glycanne.
(Daprés Fries et Blom, 2000)
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d’un fragment de dégradation du PG-100 de 50 kDa ne comportant pas la chaine de GAG
(Partenheimer et al., 1995).

3.4.4.2. La bikunine

L’UTI (Urinary Trypsin Inhibitor), ’ASTI (Acid Stable Trypsin Inhibitor), I’HI30, la
migrine, ’urastine ou méme [’ulinastatine se sont révélés n’étre qu'un seul et méme
protéoglycanne : la bikunine. Ce PG tient son nom des deux domaines Kunitz qui constituent
la majeure partie de la partie protéique. Le domaine de type Kunitz est structuralement bien
caractérisé : c’est un polypeptide de 7 kDa qui possede trois ponts disulfures. Ce motif
structural est défini comme un domaine inhibiteur de protéases. Le core protéique de la
bikunine est composé, outre ces deux domaines, d’une séquence de 5 acides aminés faisant le
lien entre eux, et de courtes séquences N- et C-terminales (Figure 16a). La structure
cristallographique de la bikunine, dont les extrémités N- et C-terminales sont manquantes a pu
étre résolue (Xu et al., 1998 ; code pdb : 1BIK).

L’unique chaine de GAG de type CS qui fait de la bikunine un PG, se trouve étre ancrée
dans la région N-terminale de la protéine. Cette région du core protéique est sensible a la
protéolyse. La chaine de CS a été caractérisée comme plutot courte (7 a 8 kDa) lorsque la
bikunine est sécrétée par des hépatocytes de rat. D’autres études sur le PG "humain" ont
montré que cette chaine de GAG se trouve étre uniquement sulfatée sur les cinq GalNAc les
plus proches du core protéique (Fries et Blom, 2000).

Une N-glycosylation d’environ 2 kDa s’ajoute a cet ensemble protéoglycannique. Ainsi
avec un core protéique de 16 kDa, la bikunine dans son intégralité fait environ 25 kDa (pour
un volume hydrodynamique de protéine globulaire de référence de 67 kDa).

Depuis son mode d’expression jusqu’a sa présence dans le plasma, la bikunine est un PG
complétement atypique. En effet, le core protéique est exprimé dans le réticulum
endoplasmique sous forme d’un précurseur polypeptidique contenant a la fois le core
protéique de la bikunine et I’a;-microglobuline. C’est sur ce précurseur que, dans 1’appareil
de Golgi, la chaine CS est ajoutée sur la partie constituant la bikunine. Ensuite, une liaison
covalente va avoir lieu entre la chaine CS et un ou deux polypeptides appelés respectivement
chaine lourde 3 ou 1 et 2 ("heavy chain"). Cette liaison covalente a lieu par estérification entre
le carbone-a de I’acide aminé C-terminal de la chaine lourde et un résidu non sulfaté de
GalNAc (Figure 16b). Cette liaison peu courante chez les GAGs, permettrait, dans des

vésicules de sécrétion, la protéolyse du précurseur créant ainsi la séparation et la libération
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Figure 16 b: Le pré-a-inhibiteur et linter-
a-inhibiteur

A : Représentation schématique des deux protéines
duplasma liées a la bikunine : pre- et inter-o-inhibiteur.
Dans ces protéines, un ou deux polypeptides de 75 ou
155 kDa, appelés "heavy chain 3" ou "heavy chain 1 et 2"
(en gris), sont liés covalemment & la chdine de
chondroitine sulfate de la bikunine (en noir). Plus de
90% de la bikunine présente dans le plasma est ainsi
complexée.

B : Structure chimique de la liaison entre les "heavy
chains” et la chdine de chondroitine sulfate de la
bikunine. Le carbone alpha de I'acide aminé C-terminale
de la "heavy chain” est covalemment attaché via une
licison ester a un résidus GalNAc non sulfaté de la
chdine de CS.

(Dapres Fries et Blom, 2000)
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dans le sang, de I’ a;-microglobulin et de la bikunine (Fries et Blom, 2000). Cette dernicre
semble étre dans 90 % des cas, liée avec la ou les chaines lourdes pour former un complexe
respectivement dénommé : pre-a-inhibitor (complexe avec la "heavy chain" 3) ou inter-a-
inhibitor (complexe avec les "heavy chain" 1 et 2). La forme inter-o-inhibitor est la forme la
plus représentée chez I’ Homme (Figure 16c¢).

Des expériences ont montré, par RT-PCR, que la bikunine était exprimée dans les reins,
I’intestin, 1’estomac, le pancréas et le foie. De méme, par immunohistochimie, la bikunine a
¢été observée dans le foie, les reins, la peau, la vésicule billiaire, le cdlon, ’appendice et aussi
le cerveau. Dans le plasma, ce PG circulant est a 90 % sous forme de complexe protéique, a
une concentration de 1I’ordre de 4-7 uM. Dans I’urine, il est détecté sous forme non complexée
a environ 0,005 uM. Sa demi-vie sous forme non complexée dans le sang est de I’ordre de 4 a
30 minutes et sa présence dans I'urine semble due a une réabsorption non compléte. En
revanche, le taux de bikunine dans les urines apparait bien plus élevé dans des pathologies
telles que les pneumonies, I’arthrite rhumatoide ou encore dans le cas de cancers. De plus, il a
été révélé que le taux de bikunine non complexée dans le plasma augmente dans des
conditions inflammatoires (Fries et Blom, 2000).

Les fonctions de la bikunine décrites pour I’instant sont certes nombreuses mais restent
floues. Il est connu qu’elle est capable d’inhiber des protéases telles que la trypsine, la
chimotrypsine, 1’¢lastase granulocytaire, la plasmine, la cathepsine G et ’acrosine. De plus, in
vivo et in vitro, la bikunine peut inhiber le processus de métastase de cellules tumorales,
certainement en inhibant la plasmine membranaire. Aussi, la mise en présence de TSG-6 et
d’inter-o-inhibitor permettait le relargage d’une des chaines lourdes pour laisser place a une
liaison covalente entre les TSG-6 et la chaine CS de la bikunine. Cela augmente 1’inhibition
de la plasmine par la bikunine et pourrait constituer une explication de 1’effet anti-
inflammatoire de [’inter-a-inhibitor lors d’injections intraveineuses. La bikunine est
¢galement capable d’inhiber la stimulation des neutrophiles par les LPS (Fries et Blom, 2000).

Récemment, le complexe inter-a-inhibitor (Ial) semble avoir révélé quelques secrets sur
la bikunine. En effet, présent dans le sang, I’Ial va atteindre les matrices riches en AH ; un
phénomene de transestérification va permettre la libération des chaines lourdes (jusque la
liées a la bikunine) pour les ancrer de facon covalente sur I’AH créant ainsi le complexe
SHAP-HA (Serum Derived Hyaluronan Associated Protein - Hyaluronic Acid). Ce complexe

permet la stabilisation des matrices extracellulaires riches en AH. Il semble également jouer
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Figure 16 c: Biosynthése de la bikunine et de la protéine
pre-a-inhibitor contenant la bikunine

La bikunine est issu d'un précurseur qui est lié a I'al-microglobuline. Ce
précurseur acquiert une chdine de CS dans l'appareil de Golgi. La ligison
entre la chdine de CS et les "heavy chains” peut alors avoir lieu. Cette
réaction semble médiée par le pro-peptide C-terminal de la "heavy
chain”. Lorsque cette entité atteint les vésicules de sécrétion, l'al-
microglobuline mature est relarguée et laisse seul le pre-a-inhibiteur.
Finalement, les deux protéines sont libérées dans le courant
circulatoire, la bikunine étant la plupart du temps complexée d la "heavy
chain” (sous forme de pre-a-inhibitor).

(Dapreés Fries et Blom, 2000)
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un role dans I’arthrite rhumatoide ou la maladie de Crohn, notamment dans le recrutement des
leucocytes (Zhuo et al., 2004).

Dans le méme temps, il a été confirmé que la bikunine est capable de bloquer 1’induction
du TNFa par les LPS dans les macrophages de facon dose dépendante et ainsi de bloquer
I’expression de I’interleukine-1p et -6 (IL-1P et IL-6) (Matsuzaki et al., 2004). De plus, la
bikunine permet in vivo la survie de souris pourtant traitées avec une dose létale de LPS. Tout
cela permet de penser que ce PG est un candidat potentiel pour un traitement anti-
inflammatoire notamment, par exemple, dans le cas du choc septique.

La bikunine inhibe 1’invasion tumorale et le phénoméne de métastase. Son efficacité in
vivo comme agent thérapeutique a été testée chez la souris. Pour les doses les plus importantes
administrées, les tumeurs décroissent de 40 % (Kobayashi et al., 2004). La méme équipe a
¢galement développé des anticorps anti-bikunine qui pourraient étre des outils de diagnostic
notamment dans le cas du cancer des ovaires. Ils ont en effet montré que le taux élevé de
bikunine dans le plasma révélait de bons pronostics dans ce type de cancer (Matsuzaki et al.,
2005).

3.4.4.3. L apolipoprotéine O

Récemment, dans des modeles d’obésités, une apolipoprotéine surexprimée dans le cceur a
¢été identifiée. Pour la premicre fois, une apolipoprotéine a été caractérisée comme appartenant
a la famille des protéoglycannes. En effet, un traitement a la chondroitinase a permis de
montrer qu’elle possede une ou plusieurs chaines de CS. Dans la continuité du classement
(par ordre alphabétique) des membres de cette famille de protéines, elle a ét¢ nommée
apolipoprotéine O ou apoQO. L’apoO possede un core protéique de 198 acides aminés dans
lesquels est inclu un "peptide signal" de 23 acides aminés. Un traitement a la Naringenine ou
au CP-346086 indique que la sécrétion d’apoO requiert I’activité de la protéine responsable
du transfert des triglycérides microsomaux. Le geéne d’apoO est surexprimé dans le cceur des
diabétiques. De plus, I’apoO induit 1’efflux de cholestérol depuis les macrophages, et il est
possible que ce PG tout a fait récent soit impliqué dans des mécanismes de protection du

myocarde contre I’accumulation de lipides (Lamant et al., 2006).

3.4.4.4. L’endocan

Les caractéristiques et fonctions d’endocan ne seront pas détaillées dans cette partie

puisque le chapitre suivant lui est entieérement consacré.
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CHAPITRE II :
L’ENDOCAN. UN PROTEOGLYCANNE

ATYPIQUE ET MYSTERIEUX
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Figure 17: Représentation schématique des caractéristigues d'endocan

L'endocan est représenté avec son peptide signal hydrophobique (noir) et les exons 1, 2 et 3.

A : Sur cette figure, sont mis en évidence, la région N-terminale riche en cystéines (18 cystéines
pour 110 acides aminés), la région potentielle EGF-like (a.a. 46 a 90), la région riche en phénylalanine
(F115-116) et le site de O-glycosylation sur la sérine 137 sur laquelle I'unique chdine de DS peut se

lier.

B : Cette figure met en valeur différents sites potentiels de modifications post-traductionnelles
tels que 3 sites de type PKC, un unique site de N-myristoylation et les 5 sites de CK2 (Casein Kinase

IT)
(daprés Sarrazin et al,, 2006)
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1. INTRODUCTION

L’endocan ou ESM-1 (pour Endothelial Cell-Specific Molecule 1) fait partie des
protéoglycannes a dermatane sulfate. Il ne contient qu’une seule chaine de DS (Lassalle et al.,
1996 ; Béchard et al., 2001a; Béchard et al., 2001b). Sa découverte s’est faite dans le
laboratoire de Philippe Lassalle, a I’Institut Pasteur de Lille, au cours d’une étude dont le but
était initialement d’isoler, par criblage d’une banque d’ADNc d’HUVEC, un auto antigeéne de
55 kDa potentiellement impliqué dans une forme d’asthme sévere (Lassalle et al., 1996).

Par ailleurs, ’endocan a également la particularité d’étre un PG circulant. Il a été retrouvé
dans les sites d’inflammation ainsi que dans un environnement tumoral. Comme il a été décrit
dans le chapitre précédent, les PGs que ce soit via leur core protéique ou via leurs chaines de
GAGs sont souvent d’importants modulateurs des protéines, capables de contrdler les
événements inflammatoires ou tumoraux. Des études récentes ont montré que le taux
d’endocan circulant augmente significativement chez les patients atteints de cancer ainsi que
ceux présentant un sepsis (Béchard et al., 2000 ; Scherpereel et al., 2003 ; 2006). Plusieurs des
indications laissent donc penser que l’endocan pourrait avoir un rdle important dans ces
pathologies.

Ce "jeune" protéoglycanne d’une dizaine d’années est encore mal connu. Nous allons faire
le point sur I’ensemble des données qui le concernent et, ainsi, offrir un maximum d’¢léments

nécessaires pour appréhender au mieux ses fonctions potentielles.

2. DU GENE AU PROTEOGLYCANNE

2.1. Organisation génomique

L’endocan ou ESM-1 a été cloné a partir d’une banque d’ADNc de cellules endothéliales
humaines (HUVECs) en 1996 par 1’équipe de Philippe Lassalle (U416, INSERM, Institut
Pasteur de Lille) (Lassalle et al., 1996). La partie protéique de I’endocan est le produit d’un
seul géne esml, localisé sur la partie proximale du bras long du chromosome 5 (5q11.2). Ce
gene esml, qui s’étale sur 12 kb, est composé de trois exons séparés par deux introns
(Béchard et al., 2001a). Les exons 1, 2 et 3 comptent respectivement 362, 150, et 1560 paires
de bases. L’exon 1 et une partie de I’exon 2 codent pour la région N-terminale de I’endocan

(110 premiers acides aminés) riche en cystéines (18 Cys) (Figure 17). L’exon 2 code
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%) qui semble important

également pour un domaine riche en phénylalanines (‘'*FPFFQY
pour I’activité de I’endocan (Scherpereel et al., 2003). Enfin, le plus grand de tous, I’exon 3,
code pour un court domaine C-terminal de 33 paires de bases (2 cause d’un codon stop dans
I’exon). Cette région C-terminale porte sur la sérine 137, la O-glycosylation responsable de
I’ancrage d’une chaine unique de dermatane sulfate (Figure 17) (Béchard et al., 2001a).

L’ADNCc d’endocan de 2006 pb contient un cadre fermé de lecture de 552 nucléotides
débutant par un codon d’initiation ATG au sein d’une séquence consensus Kozak
(AACTATGA). L’analyse de I’ADNc d’endocan a mis en évidence outre les 552 pb qui
permettent de dicter la traduction des 184 acides aminés d’endocan, une large séquence 3’-
UTR (untranslated region) qui contient une séric de AREs (AU-rich elements). Ce genre
d’élément est assez fréquent chez les ARNm de cytokines et d’oncogénes. En général, les
AREs sont reconnus comme des €léments cis qui affectent la stabilit¢ des ARNm et qui
peuvent étre régulés par la MAP Kinase p38 (Mitogen Activated Protein Kinase p38) (Chen et
Shyu, 1995 ; Frevel et al., 2003 ; Shaw et Kamen, 1986) ce qui signifie que I’ARNm
d’endocan pourrait €tre instable. La région 3’-UTR contient également cinq sites potentiels de
polyadénylation, seul le dernier est considéré comme fonctionnel (Lassalle et al., 1996).

Le promoteur de 1’endocan humain a été cloné et séquencé par Tsai et al. (2002). II est
composé de 3888 pb (coté 5° du géne esml bien sur) et contient les boites CAAT, GC et
TATA (’TATAAAA) caractéristiques (Tsai et al., 2002). Certains HSPGs tels que le
perlécan ou certains CS/DSPGs comme le biglycan, ne possedent pas de TATA box
(Bernfield et al., 1999). Le promoteur de I’endocan contient également plusieurs sites
potentiels de fixation pour les facteurs de transcription tels que trois motifs Ets (-77 a -74, -63
a-60et+16a+19), un ¢lément CRE-like (CAMP Response Element) (-68 a -62) (qui posséde
6 nucléotides sur les 8 que compte une séquence consensus CRE) et une séquence
palindromique de 6 pb (** GCATGC ™). Une étude de ces séquences par mutagenése a montré
que les motifs Ets-binding (-77 a -74) et CRE-like (-68 a -62) doivent étre notamment
responsables du taux élevé d’expression d’endocan dans les cellules endothéliales. Par la
méthode de I’empreinte ("footprinting") sur I’ADN du promoteur dans son intégralité, il a
¢galement été montré que le second site Ets (-63 a -60) et la séquence palindromique peuvent
inhiber I’expression de I’endocan et ainsi étre utilisés comme des répresseurs transcriptionnels
(Tsai et al., 2002). De maniére intéressante, les facteurs Ets-1 sont capables de réguler
I’expression de plusieurs facteurs angiogéniques et autres facteurs responsables du
remodelage de la matrice extracellulaire, notamment impliqués dans I’invasion tissulaire

(Oikawa et Yamada, 2003). Les sites de fixation de type Ets pour les facteurs de transcription
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sont retrouvés, par exemple, dans les promoteurs des protéines telles que les
metalloprotéinases, enzymes responsables de la dégradation de certaines protéines de la
matrice. De plus, ces sites de fixation Ets sont nécessaires pour l’activit¢é maximale de
molécules impliquées dans 1’angiogenese telles que Flt-1, Tie-1, Tie-2 et la cadhérine de
I’endothélium vasculaire (Wakiya et al., 1996 ; Gory et al., 1998). Récemment, il a d’ailleurs
été démontré que la protéine Hhex, un répresseur de I’expression de plusieurs génes impliqués
dans I’angiogenese (VEGFR-1/Flt-1, VEGFR-2/KDR/FIk-1, Tie-1, Tie-2, neurophiline-1), est
aussi un répresseur de I’endocan 8828 (Cong et al., 2006). Le promoteur du géne ESM-1
contient 10 séquences putatives de liaison de Hhex, dont la plus importante dans le controle
de I’expression d’endocan semble située en 5° entre -8835 et -8828 (Cong et al., 2006). Parmi
les autres séquences consensus dans le promoteur de ’endocan, trois motifs GATA, trois

motifs AP4, deux motifs AP1, et un site NF1 ont été identifiés (Tsai et al., 2002).

2.2. Controle transcriptionnel d’endocan

L’ARNm d’endocan est exprimé préférentiellement par ’endothélium (Lassalle et al.,
1996) et son expression est constitutive (Nasu et al., 1999). La région -81 a +58 du promoteur
et, plus particulierement, le premier motif Ets (-77) et le motif CRE-like (-68), portent cette
spécificité d’expression (Tsai et al., 2002). Ces deux motifs sont également retrouvés dans les
promoteurs de genes spécifiques de I’endothélium tels que le eNOS, 'ICAM-2 ou le
VEGFR-1. Cependant, I’expression endothéliale d’endocan est plus forte et semble plus
spécifique d’endocan que pour eNOS et 'ICAM-2 (Tsai et al., 2002).

L’ARNm d’endocan a été originellement décrit comme étant spécifique du poumon et du
rein (Lassalle et al., 1996). Aucune expression n’avait pu étre détectée dans le cceur, le
cerveau, le placenta et le pancréas, qui sont pourtant des organes hautement vascularisés
(Lassalle et al., 1996). Récemment, I’expression d’endocan a des niveaux beaucoup plus
faibles que dans le poumon et le rein, a été mise en €vidence dans des adipocytes isolés, des
extraits de testicules, d’intestins gréles et de rates, ainsi que dans des cellules issues de
glioblastome (Aitkenhead et al., 2002 ; Wellner et al., 2003 ; Janke et al., 2006 ; Adam et al.,
en préparation). Alors que par Northern Blot, un seul ARNm d’endocan avait été¢ observé
chez des cellules HUVEC, les RT-PCR réalisées par Aitkenhead et al. (2003) révelent
I’existence d’un épissage alternatif d’endocan. Des observations similaires ont été¢ également
faites par le groupe de Lassalle, notamment par Western Blot et par RT-PCR (Grigoriu et al.,

2006). Ce phénomene de régulation génétique chez les eucaryotes supérieurs est couramment
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utilisé et concerne bon nombre de PGs tels que les hyalectans (versican, aggrécan, brévican)
ou encore les PGs de type SLRPs (tels que la décorine et le biglycan) (Timar et al., 2002 ;
lozzo 1998 ; Prydz et Dalen, 2000). L’épissage alternatif peut étre considéré comme 1’un des
modes principal de régulation de 1’activité biologique des protéines (Brinkman, 2004), et
encore plus significativement chez les PGs en permettant de moduler leurs profils de
glycosylation. L’exemple des différents isoformes du CD44 qui a été décrit dans le chapitre
sur les PGs en est ainsi une belle illustration.

La transcription du geéne d’endocan est également sous le controle de nombreux facteurs.
En effet, in vitro, il a ét¢ montré que des cytokines pro-inflammatoires telles que le TNFa
(Tumor Necrosis Factor) et I'interleukine 1 (IL-1) sont capables de fagon dose dépendante,
d’augmenter la quantit¢ d’ARNm d’endocan dans les HUVECs (Lassalle et al., 1996).
L’IFNy, un autre médiateur inflammatoire, ainsi que I’IL-4 n’ont pas d’effet sur le taux
d’ARNm d’endocan seul. En revanche, I’'TFNy est capable de rendre nulle 1’augmentation de
la quantité d’ARNm induite par le TNFa sur des cellules endothéliales (Lassalle et al., 1996).
Le TGF-B1 (et non le TGF-B2) a également été caractérisé comme inducteur de I’expression
de ’ARNm d’endocan (Kirwan et al., 2005 ; Zhao et al., 2004). Cette information coincide
avec le motif Smad3/Runx2 identifi¢ dans le promoteur qui répond au TGF-B1.
L’augmentation du taux d’ARNm d’endocan dans des adipocytes a également été observée
apres un traitement avec ’acide rétinoique ou le PMA (ester de phorbol). Cette stimulation
semble emprunter la voie PKC, activant ainsi le facteur de transcription AP-1 qui a deux sites
de liaison dans le promoteur d’endocan (Wellner et al., 2003). Un autre exemple avec
I’enzyme lipoprotéine lipase (LPL) (responsable de I’hydrolyse les lipoprotéines circulantes
riches en triglycérides), qui, par I’activation de HuR (protéine qui se fixe sur les séquences
ARE et stabilise les ARNm), permet, entre autre, une augmentation de la quantité d’ARNm
d’endocan dans des cellules endothéliales (Tschernatsch et al., 2006). Récemment, une étude
a montré¢ que deux hormones, I’hydrocortisone et 1’insuline, diminuent I’expression de
I’ARNm d’endocan dans les adipocytes. En revanche, de manicre intéressante, 1’IL-6 et le
TNF-a ne modifient pas I’expression de I’ARNm d’endocan dans ce type cellulaire (Janke et
al., 2006). D’autres molécules impliquées dans la croissance et surtout 1’angiogenése
semblent également avoir une influence sur I’expression du géne d’endocan. En effet, le
HGF/SF, le VEGF ou la combinaison de ces deux molécules augmentent tres
significativement le taux d’ARNm d’endocan dans les HUVECS: et, cela, dés 24 heures apres

le traitement (Gerritsen et al., 2003 ; Rennel et al., 2007).
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Chez I’'Homme, de nombreuses études par biopuces ont montré que ’ARNm d’endocan
est augmenté dans divers cancers (Sarrazin et al., 2006). Une étude récente sur les profils
d’expression de plusieurs genes dans des mélanomes plus ou moins agressifs révele que dans
le cas de mélanomes tres agressifs, le taux d’ARNm d’endocan est multiplié¢ par 44. Dans
cette étude, I’endocan apparait étre un des geénes dont I’expression est la plus
significativement augmentée, avec 1’expression de Tie-1, géne également impliqué dans le
cancer (augmentation de 100 fois) (Hendrix et al., 2003). De la méme manicre, dans un
modele d’angiogenese, 1’ajout de FGF-2 et de VEGF entraine une multiplication par quatre
des taux d’ARNm d’endocan (Aitkenhead et al., 2002). Ainsi, en plus d’étre dépendant de
certains médiateurs inflammatoires, le géne de 1’endocan est sous le contréle de médiateurs

angiogéniques et de certains oncogenes.

2.3. Le core protéique d’endocan

2.3.1. Caractéristiques biochimiques

Aucune évidence structurale ne permet aujourd’hui de classer I’endocan dans une famille
de PGs décrite au chapitre précédent. En effet, chez 1’endocan, aucun site de fixation aux
lectines n’a pu étre observé comme chez les hyalectans, ou aucun domaine riche en répétition
de leucines (LRR) comme chez les SLRPs (Iozzo, 1998).

L’endocan peut cependant étre caractéris€¢ par son taux ¢élevé de cystéines, a savoir 18
cystéines dans les 110 premiers acides aminés (Figure 17), ce qui représente 10,9 % de
I’ensemble du core protéique. Cette région présente, de plus, des homologies avec d’autres
familles de protéines. Par exemple, I’endocan présente 15 a 28 % d’homologies de séquences
avec certains membres des IGFBP (Insulin Growth Factor Binding Protein). Ces protéines
sont caractérisées par leur affinité pour les IGF et par leur séquence riche en cystéines
(Lassalle et al., 1996 ; Hwa et al., 1999). L’endocan a, de ce fait, ét¢ classé comme
correspondant a I’lGFBP-rP6 (Insulin Growth Factor Binding Protein rP6) (Hwa et al., 1999),
méme si aucune interaction de 1’endocan avec un IGF n’a été caractérisée a ce jour.
L’endocan a aussi des homologies de structure de 1’ordre de 13 a 20 % avec d’autres protéines
¢galement riches en cystéines dans leur région N-terminale, les protéines CNN. Les protéines
CNN incluent le CTGF (Connective tissue growth factor ou IGFBP-rP2), la Cyr-61 (Cystéine-
rich 61 ou IGFBP-rP4) ou la protéine NOV (nephroblastoma overexpressed ou IGFBP-rP3).

Ces protéines CNN sont principalement sécrétées et impliquées dans de nombreuses activités
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biologiques comme la prolifération, 1’adhésion, I’invasion ou 1’angiogenése (Desnoyers,
2004). Par ailleurs, I’endocan partage 74 % d’homologies de séquences en acides aminés avec
la PG25, une protéine identifiée dans la glande pinéale du rat (Wang et al., 1997). La PG25 a
donc été classifiée comme étant I’orthologue d’endocan chez le rat.

Biochimiquement, les 552 paires de bases du cadre de lecture codent pour une protéine de
184 acides aminés. A 1’extrémité N-terminale, I’endocan posséde une séquence de 19 acides
aminés riches en résidus hydrophobes caractéristiques d’une séquence de type signal
peptidique (Lassalle et al., 1996). Ainsi, le core protéique d’endocan mature, une fois le signal
peptidique clivé, est composé de 165 acides aminés ce qui correspond a 18122 Da.

L’endocan mature apparait cependant sur gel SDS-PAGE comme une protéine de 50 kDa
et en gel filtration, comme une protéine globulaire de 400 kDa (Béchard et al., 2000 ; Béchard
et al.,, 2001a ; Béchard et al., 2001b). Ce constat s’explique par la liaison sur la sérine 137
d’une chaine oligosaccharidique identifiée comme étant du dermatane sulfate (Figure 17). Par
recherche bioinformatique, trois sites putatifs de O-glycosylation ont été identifiés (S16,
T120, S137) (Lassalle et al., 1996). La mutation de chacun d’entre eux a affecté¢ le poids
moléculaire d’endocan dans le seul cas de la mutation sur la S137, indiquant que la
glycosylation avait lieu sur ce site pour former le DSPG (Lassalle et al., 1996 ; Béchard et al.,

2001a).

2.3.2. Expression de ’endocan

In vivo, chez ’Homme, I’endocan a été détecté sous forme de protéoglycanne dans le
courant circulatoire. Le taux sérique d’endocan a ¢été¢ dosé a 1 ng/mL chez les sujets sains
(Béchard et al., 2000). Le taux d’endocan circulant est largement augmenté dans les
pathologies ou il existe une stimulation endothéliale, comme chez les patients atteints de choc
septique aigué ou séveére et chez des patients atteints de cancer (Grigoriu et al., 2006).

En écho a la régulation de I’expression des ARNm d’endocan, les médiateurs
inflammatoires ont également des effets sur 1’expression du core protéique d’endocan. Ainsi,
le TNF-o ou I'IL-1P permettent d’accroitre la synthése et la sécrétion d’endocan par des
cellules endothéliales HUVECs in vitro. L’IFNy, en revanche, régule négativement la

production d’endocan alors que, par exemple, I’IL-4 (interleukine-4) n’a pas d’effet (Béchard

et al., 2000).
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2.4. L’endocan est un protéoglycanne a dermatane sulfate

En 2001, ’ESM-1 (Endothelial Cell Specific Molecule-1), produit naturellement par les
cellules HUVECs, a été caractérisé comme étant une protéine supportant une unique chaine
oligosaccharidique de DS. De cette observation, I’ESM-1 rejoint la famille des
protéoglycannes a dermatane sulfate et le nom d’endocan lui est alors attribu¢ (Béchard et al.,
2001a). La dégradation par la chondroitinase ABC (spécifique des CS/DS et non des HS) de
I’endocan permet, en gel SDS PAGE, d’observer une migration a 20 kDa alors que I’endocan
non trait¢é migre a 50 kDa. Ce résultat confirme 1’appartenance de la chaine
oligosaccharidique d’endocan a la sous-famille glycosaminoglycannique des CS/DS. 1l a
¢galement été observé que ’endocan n’est jamais sensible a la dégradation par 1’héparinase,
et n’est donc jamais produit comme un HSPG. De fagon plus détaillée, la chaine GAG
d’endocan se trouve étre sensible a la chondroitinase B (spécifique des DS) ce qui permet
d’affirmer que la chaine oligosaccharidique d’endocan est du type chondroitine sulfate B (CS-
B), appelée ¢galement dermatane sulfate (DS) (Béchard et al., 2001a).

Comme il a été décrit dans le premier chapitre, les fonctions des PGs sont dépendantes a
la fois des cores protéiques et des chalnes oligosaccharidiques. Ainsi, le travail de Béchard et
de ses collaborateurs a permis de caractériser en détail la chaine oligosaccharidique d’endocan
(Béchard et al., 2001a). L’analyse des disaccharides obtenus apres digestion totale de la
chaine et séparation par HPLC révele que la chaine DS d’endocan est composée pour 66,5 %
de GalNAc 4-O-S et pour 19,4 % de GalNAc 6-O-S. Les 14,1 % qui restent correspondent a
des disaccharides di- ou non-sulfatés. De manicre intéressante le taux d’IdoA ne dépasse pas
les 6 % et ces IdoA semblent étre regroupés. Cette épimérisation en C5 de 1’acide
glucuronique semble avoir un role trés important dans les interactions avec les protéines et
donc dans la régulation des activités des PGs (Delehedde, 2002 ; Lyon et al., 2002 ;
Trowbridge et Gallo, 2002). De fagon intéressante, une des premicres fonctions qui a pu étre
attribuées a 1’endocan, est celle de corécepteur pour le HGF/SF (Béchard et al., 2001a).
L’HGF/SF est principalement produit par les fibroblastes et les cellules vasculaires des
muscles lisses pour agir en majeure partie sur les cellules épithéliales et endothéliales, ainsi
que sur certaines cellules stromales (Delehedde et al., 2001 ; Bhowmick et al., 2004).
L’endocan, via sa chaine glycannique, augmenterait I’effet du HGF/SF sur la prolifération des
cellules HEK293 (Béchard et al., 2001a) ou des kératinocytes HaCat (Delehedde, Fernig,
Lassalle, communication personnelle). Les paramétres cinétiques de ’interaction entre le

HGF/SF et le DS d’endocan ont été analysés par résonance plasmonique de surface et un Kd
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de 3 a 6 nM a été mesuré. Les interactions de ’HGF/SF avec I’Hp/HS ou les DS ont déja été
décrites (Lyon et al., 2002 ; Lyon et al., 1994 ; Lyon et al., 1998 ; Delehedde et al., 2002 ;
Catlow et al., 2003 ; Lyon et al., 2004) et nous y reviendrons dans le chapitre III.

2.5. L’endocan ou ESM-1 (pour endothelial cell specific molecule) est il réellement

un DSPG spécifique des cellules endothéliales ?

Depuis sa découverte en 1996, dans les cellules HUVECs (Human Umbilical Vein
Endothelial Cells), I’expression d’endocan avait ¢été restreinte aux seules cellules
endothéliales, (Lassalle et al., 1996 ; Béchard et al., 2000 ; Gerritsen et al., 2003 ; Tsai et al.,
2002). En effet, des transcripts d’endocan ont également été¢ détectés dans d’autres cultures de
cellules endothéliales de diverses origines telles que les HCAEC (Human Coronary Artery
EC), HPAEC (Human Pulmonary Artery EC), HDMVEC (Human Dermal Microvascular EC)
et HUEC (Human Capillary EC purifiée de tissus adipeux) (Tsai et al., 2002 ; Aitkenhead et
al., 2002 ; Abid et al., 2006). Par comparaison, d’autres PGs ont été décrits chez les cellules
endothéliales. Par exemple, le perlécan est abondant dans les matrices extracellulaires et dans
la membrane basale de tissus normaux et de vaisseaux sanguins (Iozzo, 1998). D’autres PGs a
CS/DS, tels que le biglycan ou le PG-100, sont produits par les cellules endothéliales
(Nelimarkka et al., 1997). En revanche, contrairement a ce qui a été observé pour I’endocan,
le TNF-a diminue D’expression du biglycan in vitro dans les cellules endothéliales
(Nelimarkka et al., 1997). Parmi les PGs transmembranaires, les quatre membres de la famille
des syndécans ainsi que certains isoformes de CD44 ont été décrits comme étant largement
exprimés par les cellules endothéliales (Murakami et al., 2002 ; Henke et al., 1996 ;
Kainulaien et al., 1996 ; Kulseth et al., 1999 ; Foster-Horvath et al., 2004). De méme,
I’expression du syndécan-1 est largement réduite en présence de TNFa et cela de manicre
dose-dépendante (Kainulainen et al., 1996).

Dans les cellules endothéliales telles que les HUVECs, 1’endocan est également présent
dans les lysats cellulaires et migre en gel SDS-PAGE avec un poids moléculaire apparent de
20 kDa, correspondant ainsi au polypeptide de 165 acides aminés ne possédant pas de chaine
oligosaccharidique (Béchard et al., 2001a et b ; Béchard et al., 2000). Aucun réle n’a a ce jour
encore ¢été attribué a ce polypeptide.

Depuis sa découverte en 1996, I’expression d’endocan avait été quasi exclusivement
observée dans des cellules endothéliales, d’ou son nom d’ESM-1 pour Endothelial cell

Specific Molecule 1 (Lassalle et al., 1996 ; Tsai et al., 2002 ; Aitkenhead et al., 2002 ;
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Gerritsen et al., 2003 ; Rennel et al., 2007). Cependant, 1’expression d’endocan a été
récemment observée in vitro dans d’autres types cellulaires tels que les adipocytes, les
cellules de mélanomes, des cellules rénales et également des cellules issues de glioblastomes
(Wellner et al., 2003 ; Hendrix et al., 2003 ; Seftor et al., 2002 ; Ross et al., 2000 ; Abid et al.,
2006 ; Adam et al., en préparation).

Grace a des anticorps spécifiques, des analyses par immunohistochimie ont permis
d’obtenir de nouvelles informations. Ainsi, dans les cellules HUVECs, la détection d’endocan
se traduit par un marquage diffus dans le cytoplasme et aucun marquage membranaire n’a pu
étre visualisé. L ’expression semble constitutive au niveau du poumon, au niveau des veines,
des arteres et des capillaires alvéolaires, ainsi qu’au niveau des cellules épithéliales des
bronches et des glandes sous-muqueuses. Sur des coupes histologiques de reins, I’expression
d’endocan est observée au niveau des cellules épithéliales tubulaires. Enfin, dans 1’intestin,
I’expression d’endocan a lieu au niveau des capillaires et des veines de la "lamina propria”.
L’expression d’endocan est ainsi détectée aussi bien dans les endothélia que dans les épithélia
(Béchard et al., 2000). Lorsque la lignée cellulaire HEK293 est transfectée avec de I’ADNc de
I’endocan, un marquage diffus cytoplasmique est également observé (aucun marquage sur la
membrane) (Scherpereel et al., 2003). De méme, au niveau des adipocytes, 1’expression

d’endocan est localisée dans le compartiment intracellulaire (Wellner et al., 2003).

3. FONCTIONS D’ENDOCAN

3.1. Role dans Pinflammation

L’implication de I’endocan dans les phénoménes inflammatoires a été une des premieres
fonctions identifiée. En effet, in vitro, il a ¢été observé que 1’ajout de LPS
(LipoPolySaccharides) conduit a une augmentation de I’expression d’endocan dans les
cellules HUVECs. De plus, une étude récente révele qu’au cours du choc septique, le taux
sérique d’endocan serait directement reli¢ au stade d’évolution de la maladie. En effet, le taux
d’endocan circulant augmente progressivement a mesure que 1’on observe les patients atteints
de sepsis, de sepsis sévere ou de choc septique. Les taux les plus élevés ont ainsi été retrouvés
chez les patients qui décedent dans les 10 jours (Scherpereel et al., 2006). Par ailleurs, comme
il a déja été mentionné précédemment, I’expression d’endocan est régulée par des cytokines
inflammatoires telles que le TNF-a et I’'IL-1. L’IFNy est capable de supprimer I’effet du
TNF-a (Lassalle et al., 1996).
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De plus, a I’image d’autres PGs, le core protéique d’endocan semble interagir directement
avec d’autres protéines. In vitro, ’endocan, via son corps protéique, interagit avec les
leucocytes (a la fois les monocytes et les lymphocytes) du sang chez I’Homme (Béchard et al.,
2001b). Parmi les autres PGs, il y a de nombreux exemples pour lesquels les interactions via
le core protéique et via la chaine oligosaccharidique coopérent indépendamment pour exercer
les fonctions biologiques du PG. Ainsi, dans la matrice extracellulaire, la décorine se fixe au
collagene via son core protéique et a la tenascine via sa chaine de DS (Iozzo, 1998 ; Elefteriou
et al., 2001). Dans le cas de I’endocan, il a ét¢ mis en évidence que, via son core protéique, il
est capable in vitro de se fixer aux intégrines CD11a/CD18, également appelées LFA-1
(Lymphocyte Function-associated Antigen 1). Un Kd non-négligeable de 18,7 nM a été
déterminé par résonance plasmonique de surface (Béchard et al., 2001b). Le principal ligand
des LFA-1 est la molécule ICAM-1 (InterCellular Adhesion Molecule 1) (Anderson et
Siahaan, 2003). Or, I’endocan in vitro est capable de se fixer aux lymphocytes et d’inhiber
I’interaction avec de 'ICAM-1 soluble de maniére dose-dépendante. Ces résultats suggerent
que I’endocan pourrait inhiber les phénoménes d’adhésion leucocytaire qui sont dépendants
des LFA-1 (Béchard et al., 2001b). Par ailleurs, 1’augmentation du taux sérique d’endocan
permettrait in vivo de limiter 1’adhésion des leucocytes a 1’endothélium dans un modele
d’inflammation chez le Rat (Tissier et al., 2004).

Pour enrichir les comparaisons entre 1’endocan et les PGs issus des endothéliums, il
convient de remarquer que les PGs de I’endothélium vasculaire ont, depuis longtemps déja,
été décrits comme étant des ligands de molécules impliquées dans le recrutement leucocytaire,
I’un des premiers phénomeénes a pouvoir étre observé lors d’une réponse inflammatoire
(Delehedde et al., 2005 ; Steeber et al., 2005 ; Parish, 2006 ; Taylor et Gallo, 2006). Le
recrutement depuis le flux sanguin jusqu’aux tissus est régulé par une succession
d’interactions entre les leucocytes et 1’endothélium, grace a des récepteurs incluant les
intégrines, les sélectines et bien entendu les PGs de la surface cellulaire (Vaday et Lider,
2000 ; Schor et al., 2000). Durant le recrutement leucocytaire, les PGs endothéliaux, via leurs
GAGs, permettent d’immobiliser et de présenter des messagers inflammatoires tels que MIP-
1b (Macrophage Inflammatory Protein 1b), I’'IL-8 (Interleukin 8) ou le PF-4 (Platelet Factor
4). Ces messagers peuvent induire I’activation d’intégrines qui vont permettre 1’adhésion et la
transmigration des leucocytes a travers les parois des vaisseaux (Steeber et al., 2005 ; Tanaka
et al., 1993 ; Parish et al., 2006 ; Gallo et al., 2006). Dans ce contexte, il y a de nombreux
exemples ou les GAGs solubles, au méme titre que les PGs solubles, sont capables d’inhiber

le recrutement leucocytaire (Schor et al., 2000 ; Nelson et al., 1993 ; Lever et al., 2000).
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Figure 18: Expression d'endocan dans des tumeurs humaines

(daprés Sarrazin et al., 2006)
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Ainsi, méme si a I’heure actuelle I’implication d’endocan dans le recrutement leucocytaire
semble dépendant de son core protéique, il n’est pas exclu que sa chaine glycannique joue

¢galement un role dans ce genre de processus.

3.2. Endocan dans la progression tumorale

Les PGs sont en partie caractérisés par leurs capacités a interagir avec une multitude de
partenaires tels que les facteurs de croissance, les chimiokines, les cytokines ou les enzymes.
IlIs sont donc consécutivement impliqués dans la régulation de processus tels que la
prolifération, la différenciation, le remodelage tissulaire, I’angiogenese, 1’invasion tumorale et
les métastases observées pendant la progression tumorale (Iozzo et Cohen, 1996 ; lozzo et San
Antonio, 2001 ; Iozzo, 2001 ; Timar et al., 2002 ; Grant et al., 2002 ; Delehedde, 2002 ;
Sanderson et al., 2004 ; Reed et al., 2005).

L’endocan pourrait agir de la méme fagon au regard des effets de la chaine glycannique
observés vis-a-vis d’un facteur angiogénique, le HGF/SF (Béchard et al., 2001). En effet, il a
été montré que, via sa chaine de DS, I’endocan est capable de réguler in vitro ’activité de
I’HGF/SF suggerant un rdle potentiel de I’endocan dans le contrdle de la croissance et du
développement tumoral, au méme titre que dans I’angiogen¢se lors de la progression
tumorale.

Récemment, dans un modele in vivo, les conséquences de la surexpression d’endocan dans
la progression tumorale ont été décrites. Ainsi, 1’injection sous-cutanée chez des souris SCID
de cellules HEK293 modifiées génétiquement pour exprimer endocan induit la formation de
tumeurs. Ce phénotype tumoral est di, d’une part a la présence de la chaine glycannique
d’endocan (ce qui va dans le sens des interactions observées avec HGF/SF) et, d’autre part a
la phénylalanine 116 du core protéique (Scherpereel et al., 2003). De plus, dans des tissus
humains, 1’augmentation du taux d’ARNm d’endocan est corrélée avec 1’apparition de
métastases et avec un mauvais pronostic dans différents types de cancers tels que les cancers
du sein, du rein et des poumons (Figure 18). Dans le but de définir des marqueurs dans le
cancer du sein, une étude de 1’expression de 70 genes dont celui d’endocan a été réalisée sur
78 patientes. L’expression d’endocan a, dans cette étude, été reliée étroitement au fort risque
de métastase et a un décés des patientes dans les 5 ans (Van’t Veer et al., 2002). De plus,
parmi les 1234 génes identifiés comme ayant une expression qui varie dans les cellules de
carcinomes rénaux, le taux d’expression d’ARNm d’endocan est augmenté jusqu’a 3 fois et

apparait en corrélation, a la fois avec la vascularisation tumorale et I’inflammation dans le
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cancer du rein (Lenburg et al., 2003). De méme, dans une étude récente, le géne d’endocan est
un de ceux dont I’expression est la plus augmentée (x 2) parmi les 8 échantillons de cellules
de cancer de rein (comparées a des cellules normales). Il a également été¢ mis en évidence que
I’expression du VEGF et de c-Met (le récepteur du HGF/SF), deux protéines fortement
impliquées dans 1’angiogenése, était également augmentée et, ce, de fagon non négligeable
(Amatschek et al., 2004). Dans une étude comparable, les expressions des génes d’endocan,
du VEGF et du VEGFR se trouvent étre également augmentées dans des cellules rénales
issues de biopsies de carcinomes (dans 5 cas sur 14) (Aitkenhead et al., 2002). Lors d’une
é¢tude de I’expression génique d’endocan sur 23 patients atteints du cancer du poumon,
I’endocan fait partie des 42 geénes permettant d’évoquer un mauvais pronostic ainsi qu’un
risque important de déces dans les 12 mois (Borczuk et al., 2004). Finalement, lors d’une
autre ¢étude, il a été également montré que 1’augmentation du taux d’ARNm d’endocan était
associée a des éveénements de 1’angiogenése (Figure 18), en particulier, au regard de la
corrélation qui a été faite avec différents marqueurs spécifiques de 1’angiogenése comme le
VEGF ou le VEGFR dans des échantillons de tumeurs de sein, de vessie et du colon chez
I’Homme (Aitkenhead et al., 2002).

Une ¢étude récente (Grigoriu et al., 2006) démontre que dans les cancers broncho-
pulmonaires, ’expression d’endocan est clairement augmentée au niveau des structures
vasculaires tumorales. L’augmentation de 1I’expression de I’ARNm d’endocan a également été
corrélée a celle du VEGF. Dans le sérum des patients, le taux d’endocan circulant se trouve
étre également augmenté avec un taux maximum pour ceux ayant le plus mauvais pronostic
de la maladie (Grigoriu et al., 2006 ; Abid et al., 2006).

Comme on vient de le voir, dans les tumeurs humaines comme dans des modéles murins
de xénogreffes, le taux d’ARNm d’endocan augmente donc trés clairement. Il faut ajouter a
cela les résultats 