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RESUME

En 2003 la fibronectine a eu 30 ans. L’intérét qu’elle
a suscité n’a pas diminué. Son étude a permis de com-
prendre les mécanismes de formation de la matrice
extracellulaire, d’élucider les interactions cellules-
matrice grace a la découverte des intégrines, d’expli-
quer la formation du réseau de fibronectine matri-
cielle. Ceci a permis la mise en évidence de multiples
sites cryptiques et a conduit & la compréhension des
matricryptines. Parmi ces peptides, doués d’activités

biologiques que ne posséde pas la molécule intacte,
certains ont une activité bénéfique : quelques exem-
ples seront donnés. D’autres peptides, comme ceux
qui sont observés au cours de certaines pathologies
liées a I’age, sont au contraire a ’origine de cercles
vicieux qui peuvent aggraver les phénoménes obser-
vés. Cette passionnante molécule, comme ses parentes
(laminine, entactine et autres), peut encore occuper la
scéne un certain temps.

SUMMARY Thirty years after fibronectin discovery: role in malignant transformation and in ageing

1973 was the year of a major discovery: two pro-
teins were shown to disappear from cell surface when
cells were transformed by tumor viruses. Later on a
large number of glycoproteins were recognized as
identical and coined as fibronectin. In spite of 30 years
of studies, interest in fibronectin remains vivid.
Thanks to its study, understanding of extracellular
matrix organisation, cell-matrix interactions and
signalling through integrins, formation of fibronectin

based fibrillar matrix made great progress. Further-
more importance of matricryptic sites emerged as well
as matricryptins. Such peptides show properties that
original proteins do not possess. Some of these pep-
tides are used as therapeutic agents. On the contrary
others appear to be involved in vicious circles under-
lying age-dependent decline of tissue function. This
fascinating molecule and the parent molecules will
certainly remain of interest for some time.

INTRODUCTION

2003 a marqué le trentiéme anniversaire de la fibro-
nectine (FN). C’est en effet en 1973 que deux labora-
toires ont montré simultanément la disparition de pro-
téines de la surface de fibroblastes d’embryon de Poulet,
la LETS pour Hynes (1973), la galactoprotéine a pour
Gahmberg et Hakomori (1973), lors de la transformation
par des virus tumoraux.

Cette observation a été le point de départ de trés nom-
breuses recherches qui se poursuivent encore. La com-
paraison d’études biochimiques et immunologiques a
montré la parenté de diverses protéines d’origine plas-
matique et cellulaires, connues pour certaines d’entre
elles depuis fort longtemps (Hynes, 1990).

CARACTERISTIQUES

La fibronectine (Mosher, 1989 ; Hynes, 1990), comme
elle a été baptisée quelques années plus tard pour tenir
compte de ses propriétés, a permis de grandes avancées
dans I’étude de la matrice extracellulaire (MEC). Elle
existe sous deux formes principales, une forme soluble
dans le plasma, I’autre, insoluble, fibrillaire dans la
matrice extracellulaire. Elle contient trois types de
modules plus ou moins homologues, I, I et III (Fig. 1),
organisés en domaines fonctionnels reliés par des seg-
ments flexibles sensibles a I’attaque par des protéases.
Ces domaines fonctionnels lui permettent de se lier a
d’autres composants de la MEC, comme les collageénes,
des protéoglycannes, ainsi d’ailleurs qu’a la fibrine, aux
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F1G. 1. — Schéma d’un monomere de FN
avec ses domaines d’interaction.

récepteurs de la membrane cellulaire et a elle-méme.
Grace a un processus complexe d’épissage différentiel,
il existe un vingtaine de variants de FN provenant d’un
seul gene.

La FN prend une part active a I’assemblage de la
MEC, a I’organisation de fibrilles. La formation de ces
fibrilles, qui se fait par étapes, est médiée par les cellules
et implique FN et intégrines (Schwarzbauer & Sechler,
1999 ; Wierzbicka-Patynowski & Schwarzbauer, 2003).
La FN joue un role dans divers processus physiologiques
et pathologiques.

L’étude de la fibronectine a ouvert un nouveau champ
d’investigation. Un certain nombre de glycoprotéines
matricielles : la laminine, la tenascine et bien d’autres,
répondant toutes a ce schéma de modules homologues
associés en domaines fonctionnels, ont été isolées et
caractérisées et sont venues étayer et confirmer les résul-
tats obtenus avec la fibronectine. Ce sont ces études qui
ont permis de définir deux rdles essentiels a la FN et aux
molécules de cette famille : un réle dans 1’organisation
de la matrice, un role dans les interactions des cellules
avec cette matrice.

Il existe dans la fibronectine, dans la région 11110, une
séquence d’acides aminés (RGD)(Fig.1) qui constitue le
site de reconnaissance de nombreuses surfaces cellulaires
et qui, pour étre pleinement efficace, doit agir en syner-
gie avec une autre séquence située dans le module 1119
(Pierschbacher & Ruoslahti, 1982 ; Pierschbacher &
Ruoslahti, 1984). Elle est commune a toutes les iso-
formes de FN. Les travaux sur cette séquence ont été a
I’origine de découvertes majeures dont celle des inté-
grines (Hynes, 1992), une famille de récepteurs trans-
membranaires dont on sait maintenant que ce sont de
vrais récepteurs capables d’assurer la transduction de
signaux d’une maniére bidirectionnelle. Un trés grand
nombre d’intégrines sont RGD-dépendantes, mais il en
existe d’autres qui ne le sont pas. L épissage différentiel
dans la région IIICS introduit d’autres séquences de
reconnaissance pour les surfaces cellulaires qui inter-
agissent avec d’autres intégrines RGD-indépendantes.
La séquence RGD existe dans bien d’autres molécules
matricielles que la FN. Cette séquence est située sur une
boucle qui, lors de changement de conformation de la
molécule, peut faire saillie a ’extérieur de cette derniére
et devenir accessible a ses partenaires. Elle est cryptique.
L’importance des sites cryptiques dans la molécule est

devenue majeure au cours des derniéres années. Ainsi,
’interaction des cellules avec la forme matricielle de la
fibronectine entraine des changements dans leur crois-
sance, leur migration et I’organisation de leur cytosque-
lette (Morla et al., 1994 ; Magnusson & Mosher, 1998 ;
Hocking et al., 2000). Il y a exposition de nouveaux épi-
topes qui initient des réponses spécifiques a la FN matri-
cielle. L’assemblage de la FN matricielle en fibrilles in
vitro et in vivo requiert de nombreux sites de liaison : les
5 premiers modules de type I de la région N-terminale
(McKeown-Longo & Mosher, 1985; Schwarzbauer et
al., 1987 ; Schwarzbauer & Sechler, 1999), la séquence
RGD (Ruoslahti & Pierschbacher, 1987 ; Hynes, 1992) et
sa région de synergie (McDonald et al., 1987 ; Nagai et
al., 1991), le module I,, qui joue un réle dans la stabili-
sation des fibrilles (Langenbach & Sottile, 1999) enfin un
site dans la région 1,- III, (Chernouzov et al., 1991 ; Dar-
ribére et al., 1992). Elle se produit par étapes et implique
lors de son initiation I’intervention d’intégrines. Lors de
la formation des fibrilles, mais aussi lors de I’attaque
protéolytique de la FN, divers sites cryptiques sont révé-
lés et des activités biologiques que ne posséde pas la
molécule native apparaissent (Davis et al., 2000).

Il est a remarquer que la forme fibrillaire de la FN est
vraisemblablement la forme la plus importante in vivo
car c’est la forme avec laquelle la plupart des cellules
interagissent. Cette forme matricielle a des effets diffé-
rents de la forme soluble vis-a-vis des cellules. Ainsi, des
concentrations élevées en FN soluble augmentent la
migration cellulaire alors que la FN fibrillaire réduit la
migration cellulaire.

FIBRONECTINE
ET TRANSFORMATION MALIGNE

Les découvertes de Hynes et de Hakomori ont eu une
une profonde influence sur les travaux consacrés a la
FN. L’observation in vitro de la perte de la FN de la sur-
face des cellules transformées par des virus tumoraux
avec ses conséquences sur le phénotype cellulaire, le fait
que les cellules tumorales ne peuvent plus déposer de
matrice autour d’elles, la partielle réversibilité de ces
observations apres addition de fibronectine au milieu ont
fait que la FN a été associée au phénotype cellulaire nor-
mal. Des observations analogues ont été faites ultérieu-
rement sur des tumeurs humaines solides (Labat-Robert
et al.., 1981). On a attribué cette disparition a deux phé-
nomenes : a une diminution de la biosynthése de la FN
ou I’attaque de la FN par les enzymes protéolytiques tres
abondantes dans les tissus cancéreux. Dans certains cas
(cancer du sein) cependant, autour du carcinome infil-
trant, une réaction stromale se produisait : le phénomeéne
de desmoplasie (Barlati et al., 1995), une matrice riche
en FN, collageéne et élastine synthétisée sur place par les
fibroblastes dont on a proposé qu’elle s’oppose transi-
toirement a la croissance tumorale et a 1’invasion.
Quoi qu’il en soit, les cellules cancéreuses ne sont liées
par aucune des contraintes spatiales imposées par la
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MEC aux cellules normales et n’ont pas besoin de MEC
pour survivre.

L’expression de la fibronectine peut moduler les capa-
cités invasives et métastasiques des cellules cancéreuses
(Urtreger et al., 1998) Ainsi, LMM3, une lignée cellu-
laire dérivée de MM3, des cellules d’adénocarcinomes
mammaires hautement métastasiques, est incapable
d’exprimer la FN tant au niveau de ’ARNm que de la
protéine. Apres transfection avec deux variants d’un
ADNCc de FN humaine (wt et RGD-moins), les cellules
clonées sécretent une FN recombinante mais ne sont pas
capables de I’intégrer dans la matrice. /n vitro, ces cel-
lules clonées montrent une capacité de migration faible
et une activité d’adhérence plus élevée que les LMM3.
L’expression d’une FN sans séquence RGD serait suffi-
sante pour diminuer le potentiel métastasique des cellules
cancéreuses. Il y a certainement des mécanismes capa-
bles de prévenir la formation des métastases qui ne sont
pas RGD dépendants.

PROPRIETES ANTI-TUMORALES
DE FRAGMENTS DE FN

On cherche a restaurer le controle matriciel dans les
cellules cancéreuses. La FN est impliquée dans la crois-
sance tumorale et les métastases. De nombreuses études
cherchent actuellement des voies thérapeutiques dans ce
domaine. Certains peptides issus de la FN possédent des
propriétés anti-tumorales. Certains font actuellement
I’objet d’études cliniques. Nous allons en donner quel-
ques exemples.

« IIT1-C peptide : il existe dans le module III1 de la
FN, dans sa partie C-terminale, un peptide de 76 aa qui
se lie a la FN en donnant une forme polymérique, la
superFN (Morla er al., 1994) a laquelle il demeure lié. Ce
polymere, lorsqu’il recouvre une surface plastique, pro-
voque I’adhérence cellulaire au plastique d’une maniere
10 fois supérieure a celle de la FN non polymérisée.
II11-C se lie également au fibrinogene, le polymérise en
superfibrinogéne : sFBG. sFN peut inhiber I’étalement
cellulaire et la migration in vitro. Injectée avec des cel-
lules humaines tumorigénes, elle prévient la formation de
tumeurs chez la souris nude et a une importante activité
contre les métastases (Pasqualini ez al., 1996) Le peptide
original a seulement un faible effet sur les métastases.

Le fragment III1-c a été préparé en tant que recom-
binant. Il a été injecté deux fois par semaine, par voie
intrapéritonéale, pendant 5 semaines a des souris por-
teuses de trois différents types de cellules tumorales
humaines (cellules de mélanomes : C8161, d’ostéosar-
come : KRIB et de carcinome mammaire MDA-MB-
435) (Yi & Ruoslahti, 2001). Ce peptide (anastelline)
comme les polymeéres sFN ou sFBG réduit la croissance
tumorale de 50-90 % chez la souris par rapport a des sou-
ris témoins. La densité des vaisseaux sanguins tumoraux
est réduite de 60-80 %, effet que I’on peut attribuer a une
activité anti-angiogénique. Il en résulte une inhibition
des métastases pulmonaires issues de ces tumeurs pri-

maires par le peptide et ses deux polymeéres. On ne
connait pas encore le mode d'action de |'anastelline.
Ruoslahti propose le mécanisme suivant. Comme les
autres fragments qui inhibent I'angiogenése, I'anastel-
line polymérise des protéines contenant la séquence
RGD et le polymére obtenu se lie a I'intégrine avf3 ou
aux cellules endothéliales angiogéniques riches en cette
intégrine. Les polymeéres inhibent ainsi la prolifération
cellulaire et provoquent I'apoptose. Ils pourraient agir
aussi en affectant la formation de la MEC ou en activant
les caspases intracellulaires par I'intermédiaire de la
séquence RGD. IIT1C inhibe la prolifération cellulaire.

« Un autre peptide de fibronectine formé de 13 amino-
acides et contenant les deux modules de type Il (Colombi
et al., 2003) pourrait jouer un role dans I'inhibition de la
croissance tumorale et la formation de métastases.
L’étude des fragments protéolytiques de la FN a révélé
que les deux modules de type Il non seulement se lient
au collagéne et a la gélatine, mais aussi présentent apres
protéolyse une activité de gélatinase et peuvent stimuler
la migration des fibroblastes. Ces fonctions sont des acti-
vités cryptiques. Les auteurs ont préparé des segments
d’ADNc de FN, codant des fragments de FN commen-
cant tous par la répétition de type I mais se terminant par
différentes extensions C-terminales. Ces segments ont
été exprimés dans des fibroblastes d’embryon de Poulet.
Tant qu’ils contiennent une séquence codant 13 amino-
acides contenant le site de liaison avec le collageéne, ils
induisent la formation d’une MEC organisée. Ces pep-
tides correspondent presque exactement au domaine de
la FN qui se lie au collagene, le peptide AHEEICTT-
NEGVM. Un peptide synthétique de méme structure pré-
sente le méme effet. Cette activité est spécifique de la
séquence. Si la séquence peptidique est modifiée («brouil-
lée»), aucune des activités décrites précédemment ne
demeure. FN13 induit I’assemblage FN-ECM avec des
lignées tumorales humaines de fibrosarcome (HT-1080)
et des fibroblastes d’embryon de Poulet transformés par
le virus de Rous. FN13 stimule aussi I"adhérence de cel-
lules témoins quoique a un moindre degré que celle des
cellules tumorales, stimule la migration des cellules
témoins mais inhibe celle des cellules transformées ou
tumorales. Il empéche aussi I’invasion d’une matrice de
Matrigel par des cellules malignes. On pense qu’il pour-
rait étre utilisé comme agent anti-tumoral et il fait actuel-
lement I’objet d’études a cet égard.

* Par ailleurs, la FN posséde un site cryptique fonc-
tionnel dans la répétition 11114 (la séquence YTIYVIAL)
qui s’oppose a I’adhérence cellulaire a la matrice. Dans
ce cas aussi la séquence est trés importante. Si elle est
«brouillée » les effets précédents sont perdus. Cette inhi-
bition de I’adhérence des cellules tumorales aux pro-
téines de la MEC est a la base d’une «thérapie anti-
adhérence ». Un peptide synthétique dérivé du 14"
module de type III, appelé FNIII14 (résidus 1835-1855
de la FN), diminue fortement I’adhérence de divers types
cellulaires a la FN d’une maniere réversible. Il a pu étre
montré que ce peptide FNIII14 prévient la formation de
métastases dans le foie et la rate de souris par les cellules
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de lymphome (Kato et al., 2002) in vitro et in vivo.
FNIII14 peut rompre divers type d’adhérence médiés par
diverses intégrines et par la inhiber I’adhérence de cel-
lules tumorales qui ne sont pas inhibées par la séquence
RGDS. Il semblerait que FNIII14 puisse bloquer la phos-
phorylation de la tyrosine de signaux comme la FAK, la
paxilline. Un changement de conformation de I’intégrine
Bl a été observé qui entraine le passage d’une forme
active a une forme quiescente. FNIII14 ne se lie pas aux
intégrines mais a une protéine membranaire de 55-kDa
(Kamiya et al., 2002)

FIBRONECTINE ET VIEILLISSEMENT

Contrairement a ce qu’on observe lors de la tranfor-
mation maligne, la biosynthése de la FN augmente au
cours du vieillissement, que celui-ci soit chronologique
(Rasoamanantena et al., 1993 ; Boyer et al., 1991),
photo-induit (Boyer et al., 1992) ou pathologique. Des
maladies génétiques qui provoquent un vieillissement
accéléré comme le syndrome de Werner montrent une
surexpression de la FN (Rasoamanantena et al., 1994),
accompagnée par la surexpression d’autres macromolécu-
les de la MEC (Murano et al., 1991) et par des modifica-
tions qualitatives et quantitatives au niveau des intégrines
étudiées (Hu et al., 1996). Au cours du vieillissement
également, certaines enzymes voient leur activité aug-
mentée (Labat-Robert et al., 2000) et des fragments de
FN (FN-fr) ont été identifiés. Certains d’entre eux peu-
vent potentialiser la transformation de fibroblastes d’em-
bryon de Poulet infectés par le virus de Rous et sont
présents dans le cryoprécipité du plasma de patients por-
teurs de tumeurs (DePetro ef al., 1981 ; Marchina et al.,
1993), d’autres ont une activité de gélatinase, de fibro-
nectinase et sont capables d’attaquer la laminine (Plan-
chenault et al., 1990 ; Lambert-Vidmar et al., 1991 ;
Emod et al., 1990). Des FN-fr sont capables d’augmen-
ter la production de FN et celle du TNFo (Lopez-
Armada, 1997). Tous ces éléments peuvent étre le point
de départ de cercles vicieux qui amplifient les dommages
entrainés par le vieillissement.

CONCLUSION

Depuis plus de trente ans, 1’étude de la FN a apporté
des informations sur I’organisation de la matrice extra-
cellulaire, les mécanismes qui sous-tendent I’interaction
cellule-matrice. La connaissance de sa structure, de ses
sites cryptiques, 1’étude des peptides qu’elle peut géné-
rer pourra conduire a des applications thérapeutiques ou
permettre de mieux comprendre les mécanismes qui
sous-tendent le vieillissement. Peut-étre pour certains
n’a-t-elle pas répondu aux espoirs que les découvertes de
Hynes et Hakomori avaient suscités ? Néanmoins cette
fascinante molécule, comme ses parentes : laminine, entac-
tine, ténascine et d’autres, risquent d’occuper une place
importante encore un certain nombre d’années.
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