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DEBATS

Topographie de la liaison intégrine-ligand

Béenédicte Masson-Gadais, Jacques Huot, Jean-Claude Lissitzky

es récepteurs de type inté-

grine sont des molécules

transmembranaires hétérodi-

mériques impliquées dans

I’ladhérence. Ces récepteurs
sont recrutés et activés dans les zones
d’adhérence au point d’interaction
entre deux cellules ou entre une cel-
lule et une protéine de la matrice
extracellulaire. L’adhérence se pro-
duit apres que le récepteur lié a son
ligand dans la matrice extracellulaire
ou sur la cellule avoisinante se soit,
par I'intermédaire de son domaine
cytoplasmique, connecté au cytosque-
lette. La réversibilité du processus,
qui aboutit au détachement, permet
le mouvement cellulaire. De nom-
breuses molécules intervenant dans
la transmission du signal sont aussi
recrutées et activées dans les zones
d’adhérence. Les messages qu’elles
produisent collaborent avec ceux
induits en réponse a des facteurs de
croissance pour contréler la différen-
ciation, la prolifération cellulaire et
I'apoptose (m/s 2001, n°1, p.111). La
double fonction des récepteurs inté-
grines dans la localisation des cel-
lules, et dans I'induction d’un signal
explique leur participation a la plu-
part des phénoménes biologiques et
aux pathologies qui leur sont asso-
ciées, comme le cancer. Il en résulte
un grand intérét a comprendre leur
fonctionnement.

| Les récepteurs intégrines

Les intégrines sont des glycoprotéines
hétérodimériques transmembranaires
de type | formées par I’association non
covalente d’une chaine a de 120 a
180kDa avec une chaine (B dont le

mssssmm POidSs moléculaire varie de 90 a
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110kDa. Dix-huit chaines a et huit
chaines B différentes permettent de
former vingt-trois récepteurs inté-
grines différents qui présentent cha-
cun une spécificité de liaison [1, 2].
Les cellules de I’organisme expriment
un répertoire défini de ces récepteurs
dont la composition est contrblée au
cours du développement ou par I’acti-
vation cellulaire.

Globalement, les sous-unités sont for-
mées par un ectodomaine qui com-
prend la plus grande partie de la
molécule puisque les régions cyto-
plasmiques sont courtes (en général,
quelques dizaines d’acides aminés au
maximum). La partie amino-termi-
nale de I’ectodomaine globulaire, site
d’interaction avec les ligands, est sui-
vie par une région plus linéaire qui
contient dans la chaine [ des
séquences riches en cystéine [3].
Dans les courtes régions cytoplas-
miques, on peut distinguer les
régions juxtamembranaires, conser-
vées dans les chaines a (GFFKR) ou
homologues dans les chatnes (3, qui
sont suivies par des extensions diver-
gentes. Les régions juxtamembra-
naires des chaines a et 3 interagissent
par I'intermédiaire d’un pont salin
qui semble important dans le
contrble de I’activité du récepteur
[4]. Les régions cytoplasmiques inter-
agissent avec des protéines cytoso-
liques qui permettent la connexion
au cytosquelette (), assurent la trans-
mission du signal ou interviennent
dans la régulation de la fonction du
récepteur (a ou B). Il est a noter que
la séquence de la région divergente
de certaines sous unités, dont a3, a6
ou 31, peut différer a cause d’un épis-
sage différentiel des ARN messagers
[5, 6]. Dans cette situation, une

réponse cellulaire différente pourra
&tre obtenue pour un méme ligand.
Les récepteurs intégrines sont carac-
térisés par une grande malléabilité
conformationnelle qui peut étre
repérée par une variation de leur
sensibilité a la protéolyse, par I'atté-
nuation ou I’émergence d’épitopes
pour certains anticorps monoclo-
naux [7]. Ces changements de
conformation sont impliqués dans la
transmission du message a I'intérieur
de la cellule lors de la liaison au
ligand (outside-in) ou a I'inverse dans
le contréle, par les voies de signalisa-
tion intracellulaires, de I'affinité du
récepteur (inside-out) [8]. Cette régu-
lation allostérique de I’affinité, tout a
fait caractéristique de la fonction des
intégrines, est notamment impliquée
de maniere physiologique dans la sti-
mulation de I’adhérence leucocytaire
par les stimulus pro-inflammatoires.
Dans ce cas, I'interaction des régions
cytoplasmiques du récepteur avec le
cytosquelette ou des protéines cytoso-
liques régulatrices conduit & un chan-
gement de conformation activateur
qui se propage jusqu’aux extrémités
amino-terminales, siége de I’interac-
tion avec le ligand.

Linteraction
entre I'intégrine
et son ligand

La liaison intégrine/ligand est le
résultat de la formation d’un com-
plexe quaternaire entre le ligand et
les extrémités amino-terminales des
sous-unités o et B et des ions métal-
liques. A I'évidence, la sous-unité o
est impliquée dans la spécificité de
reconnaissance puisque les sous-uni-
tés a,,, associees a 1 montrent une
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spécificité d’interaction différente.
La participation de la sous-unité B a
la liaison du ligand est aussi suspec-
tée puisque les intégrines formées
par la sous-unité av et différentes
chaines B (B1, B3, B5, p6) ont des
spécificités de liaison notablement
différentes.

Site de liaison dans la sous-unité a
(figure 1)

L’hélice

Les sous-unités allb, a3, a4, a5, a6,
a7, a8, a9 et aV posseédent, dans la
région amino-terminale, sept
séquences repétées de 60 a 70 acides
aminés de type FG-GAP [9]. Cet
agencement retrouvé dans d’autres
protéines (phosphatidylinositol phos-
pholipase D, sous-unité [3 des pro-
téines G hétérotrimériques, stria-
tine), semble conduire a la formation
d’une structure en forme d’hélice
(propeller B). En ce qui concerne les
sous-unités a, le modele, maintenant
vérifié expérimentalement, place la
région d’interaction avec le ligand a
la surface supérieure de I’hélice [10].
La face inférieure présente, par
ailleurs, des motifs de liaison du cal-
cium qui peuvent intervenir dans la
régulation de la conformation de la
structure [11].

Le domaine |

Les sous-unités aM, aD, aE, alL, aX,
al, a2, al0 possédent entre la
seconde et la troisieme séquence FG-
GAP, un domaine | qui devient une
structure mobile insérée par une
charniére sur la face supérieure de
I’hélice [2, 12]. La plupart des anti-
corps qui bloquent la fonction de ces
chaines a sont dirigés contre le
domaine I. En simplifiant, cette struc-
ture contient un sillon qui accom-
mode le ligand et le lie par I'intermé-
diaire d’un ion métallique. Ces sites
d’adhérence dépendants des ions
métalliques (motif MIDAS) sont for-
més par des acides aminés oxygéneés
(sérine, thréonine, acides glutamique
ou aspartique) provenant du récep-
teur. lls sont placés spatialement de
sorte qu’ils peuvent stabiliser 5 liai-
sons de coordination d’un ion Mg,
La sixieme position disponible est
liée par un résidu acide du ligand
[9]. La spécificité de la liaison
m/s n°2, vol. 17, février 2001

dépend de la forme de la poche
modulable allostériquement qui
entoure le site [13].

Site de liaison dans la sous-unité 3
(figure 2)

L’extrémité amino-terminale de la
sous-unité présente une région trés
conservée contenant des acides ami-
nés oxygénés dont la mutation est
inactivante (portés dans Bl par les
segments 130-132 et 224-295) [14,
15]. Dans la molécule native, ces seg-
ments sont adjacents et constituent
un site MIDAS. La deuxiéme partie
de la région trés conservée est une
boucle reconnue par les anticorps
activateurs et inhibiteurs de fonction
(aa 207-218 dans B1) localisée sur la
face inférieure de la structure
MIDAS. Cette région régulatrice est
contigiie & une boucle dont la com-
position en acides aminés diverge
considérablement d’une sous-unité 3
a l'autre et qui participerait a la spé-
cificité de reconnaissance du ligand,
en fonctionnant comme un poussoir
qui pourrait conditionner I'interac-
tion du ligand avec la structure de
type MIDAS [16].

Contribution des chaines
a et B a la formation

et a la dissociation de la
liaison intégrine/ligand

La liaison intégrine-ligand est multiva-
lente puisgu’interviennent des interac-
tions avec la chaine a et la chaine 3
suggérant que le ligand doit aussi
contenir plusieurs sites de reconnais-
sance par le récepteur. Ainsi, la fibro-
nectine ou ces sites ont été identifiés
interagit avec la sous-unité B1 par la
séquence RGD contenue dans la
dixieme séquence répétée de type Il
et avec la sous-unité a5 par la
séquence de synergie contenue dans
la neuvieme séquence répétée de type
Il [17]. La distance entre les deux
sites est d’une dizaine d’angstréms, ce
qui permet de réaliser que la poche de
liaison des intégrines est en fait com-
pacte méme si elle implique les deux
sous-unités. Dans ces conditions, on
peut imaginer que des changements
de conformation de faible amplitude
puissent significativement modifier la
configuration de la poche de liaison et
résulter dans une modulation de I’affi-
nité de la liaison au ligand.

Région critique pour
la liaison du ligand

Région critique pour
la liaison du ligand

Domaine
hélicoidal B

e,
Membrane
plasmique

Figure 1. Structure de
la sous-unité a. La
sous-unité o des inté-
grines posséde une
courte portion cyto-
plasmique, une por-
tion transmembra-
naire et une portion
extracytoplasmique a
plusieurs domaines.
Parmi ces domaines,
on trouve un domaine
en feuillet B, le pro-
peller B, qui porte
une région critique
pour la liaison du
ligand. Certaines
sous-unités a posse-
dent un domaine
supplémentaire, le
domaine |, inséré par
une charniére au pro-
peller B. Lorsqu’il est
présent dans le récep-
teur, le domaine |
joue un rdle impor-
tant dans I'interaction
avec le ligand, et est
la cible des anticorps
anti-intégrine blo-
quant la fonction.
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Séquence non conservée
essentielle pour la
spécificité de la liaison

Résidus oxygénés
conserves, essentiels
pour la liaison du ligand

207-218
(Epitope
régulateur)

c R °
Epitope induit
par la liaison du
ligand au récepteur

—>

\ Structure

semblable
au domaine |

N

Membrane
plasmique

Figure 2. Structure de la sous-unité g et structure hypothétique du domaine
semblable au domaine I. La portion extracytoplasmique présente une struc-
ture semblable au domaine | de la sous-unité a. Ce domaine contient les

sites d’interaction avec le ligand.

On peut, en simplifiant, considérer
que I'affinité est proportionnelle au
taux de formation des liaisons et
inversement proportionnelle a leur
dissociation. Dans le cas des récep-
teurs intégrines, la contribution res-
pective des sous-unités o et B a ces
parametres n’est pas connue. La
guestion a pu étre abordée récem-
ment en étudiant la caractéristique
des arréts transitoires que I'on peut
observer lorsque des kératinocytes
sont mus en conditions hydrodyna-
miques sur une surface recouverte de
collagéne. En effet, I’arrét signifie
gu’une liaison s’est formée et la
durée de I'arrét est inversement pro-
portionnelle a la vitesse de dissocia-
tion de la liaison. En multipliant les
observations, il est possible d’obtenir
une information quantitative sur le
taux de formation des liaisons (Kon)
et sur celui de leur dissociation (Koff)
apres analyse, respectivement, de la

memmmmm fréquence des arréts et de leurs
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durées [18] (m/s 2000, n°8-9, p.974-
8). Cette étude a montré que la stabi-
lité des liaisons formées, mais pas
leur formation, est fortement dépen-
dante de la conformation de la
chaine B1 puisque le Koff en pré-
sence d’anticorps anti-B1 bloquant la
fonction de I'intégrine est 25 fois
plus grand qu’en présence d’anti-
corps activateurs (Tableau 1). Le blo-
cage de la fonction de la chaine a2 se
traduit par une altération de la for-
mation des liaisons (diminution
majeure du Kon) mais aussi par une
augmentation importante de la disso-
ciation des liaisons quand elles ont
réussi a se former (Tableau I). Ces
résultats indiquent que les sous-uni-
tés a interviennent dans la reconnais-
sance du ligand. L’importance des
altérations du Koff dans ces condi-
tions suggére cependant que les
interactions entre le ligand et la sous-
unité a sont vraissmblablement pré-
requises pour que le ligand puisse

s’associer a la chaine B1. En effet, les
propriétés intrinséques de I'interac-
tion ligand/sous-unité B1 auraient d
étre mesurées si I’association a la
sous-unité 3 avait été directe et indé-
pendante de I'interaction avec a.

L’étude des parametres cinétiques de
I'adhérence des kératinocytes sur la
laminine-5, qui dépend des inté-
grines a3B1 dont la chaine a est
dépourvue de domaine |, découvre
une situation analogue a celle des
intégrines a2P1 puisque, dans ce cas
aussi, I'interaction du ligand avec la
chaine 3 dépend d’une reconnais-
sance préalable par la chaine a [19].
Cette interprétation est somme toute
cohérente avec I’observation que
I’adhérence au collagene impliquant
les intégrines a2B1 est inhibée
lorsque les sites potentiels de liaison
aux chaines a2 contenus dans le col-
lagéne sont masqués avec du
domaine | recombinant, mais aussi
dans un autre modele, par le fait que
I'affinité de la liaison fibronectine/
intégrines a5B1 est considérablement
diminuée par des mutations inacti-
vantes de la région de synergie. Les
études a venir doivent permettre de
savoir si cette conception peut étre
généralisée a tous les récepteurs inté-
grine et si elle peut étre validée par
analyse des paramétres de liaison pra-
tiquée avec des intégrines ou leurs
ligands portant des mutations inacti-
vantes dans leur région d’interaction.

Conclusions
et perspectives

L’ensemble des données qui vien-
nent d’étre discutées permettent de
dresser un modele encore hypothé-
tique de l'interaction intégrine-
ligand (figure 3). Les sous-unités a et
B semblent se lier a des régions diffé-
rentes du ligand et la liaison apparait
hiérarchisée en un mécanisme a
deux étapes impliquant d’abord une
reconnaissance du ligand par la sous-
unité a. Cette reconnaissance est
qualitativement importante pour
qu’ensuite la liaison avec la sous-
unité B puisse se former et stabiliser
le complexe en diminuant sa disso-
ciation. Il est notoire que la fonction
des intégrines peut étre activée ou
inactivée par régulation allostérique
de la configuration de I'interface
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Tableau |. Paramétres cinétiques de la liaison cellulaire au collagéne (Kon et Koff)
mesurés en condition hydrodynamique. Modulation par des anticorps contre les
sous-unités a2 et 1.

Kon (mm-1) Koff (sec-1) % adhérence
0 1,30 0,06 42
TS 2/16 1,37 0,01 63,3
anti-B1 activateur
Lia 1/2 1,15 0,22 21,3
anti-p1 bloquant
K20 1,06 0,05 39,8
anti-p1 neutre
Gi9 0,25 0,8 0,92
anti-a2 bloquant

Les cellules sont traitées par différents anticorps anti-intégrines avant d’étre injectées dans une
chambre de flux préalablement recouverte de collagéne-1. Des anticorps dirigés contre la chaine f3,
bloquant (Lia 1/2) ou activateur (TS 2/16) ou neutre (K20) ont été utilisés. L’anticorps Gi9 bloque la
fonction de la sous-unité a2 apreés la liaison au domaine I. Les constantes cinétiqgues mesurées sont
le taux de formation des liaisons (Kon) et le taux de dissociation des liaisons formées (Koff). Le Kon
correspond au nombre moyen d’arréts observés/mm et I'inverse du Koff correspond a la durée
moyenne (en secondes) de la liaison.

récepteur-ligand et que, physiologi-
guement, cette régulation affecte la
structure de la sous-unité (3. On peut
imaginer qu’elle aboutisse a rendre
moins cryptique le site MIDAS qui y
est contenu, et donc a renforcer la
stabilisation de la liaison. C’est vrai-
semblablement aussi a ce niveau que

fonctionnent les dérivés des peptides
RGD utilisés dans le but de bloquer
I’'adhérence en pathologie inflamma-
toire et thromboembolique. Néan-
moins, I'importance spécifique et
structurelle des interactions ligand-
chaine a dans la formation de la liai-
son qui semble émerger, conduit a se

Sous-unité
Sous-unité o

M92+

A- Absence de ligand

Sous-unité o

Sous-unité

Ligand

B- Présence de ligand

Figure 3. Modele hypothétique de l'interaction intégrine/ligand. Les sous-
unités a et B des intégrines sont impliquées dans l’'interaction
intégrine/ligand. Chacune d’entre elles porte un site de reconnaissance pour
des régions distinctes du ligand. A. En I'absence de ligand : seul le site de la
sous-unité a semble accessible. Celui de la sous-unité 3 est cryptique. B. En
présence de ligand : I'interaction du ligand avec la sous-unité a induit un
changement de conformation qui permet a I'interaction avec la sous-unité
de se réaliser. La liaison de la sous-unité 3 avec le ligand stabilise le com-
plexe ainsi formé en diminuant sa dissociation.
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demander si un changement de
conformation des sous-unités a inter-
vient aussi dans la régulation physio-
logique de la fonction des intégrines.
En outre, I'importance de cette inter-
action dans la formation de la liaison
devrait pouvoir justifier, si elle se
vérifie, la conceptualisation d’antago-
nistes qui permettraient d’interférer
plus spécifiguement avec la fonction
des intégrines m
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