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Le développement du rein mature survient par une série d’ étapes d'induction
coordonnées entre le canal de Wolff et une collection de cellules mésenchymateuses
a son extrémité caudale appelée le mésenchyme métanéphrique. Cette étape
commence par I’expression du GDNF (glial-derived neurotrophic factor) par le
mésenchyme métanéphrique activant ainsi le récepteur c-ret dans les cellules du
canal de Wolff et initiant le bourgeonnement du bourgeon urétéral. Ceci est suivi
par la production locale de facteurs qui régulent positivement, FGF (fibroblast
growth factor), pleiotrophine, hepatocyte growth factor (HGF), epidermal growth
factors (EGF, TGFa) [1-4], et/ou négativement bone morphogenic proteines
(BMPs), inhibiteur des metalloprotéinases (TIMP2) endostatine [5-7] la division
du bourgeon urétéral, la migration cellulaire et I’ élongation tubulaire pour former
le systéme collecteur du rein. Au méme moment, d’ autres facteurs tels que lalipo-
caline, FGF, et le leukemia inhibitory factor (LIF) sont produits aux extrémités
des branches du bourgeon urétéral et initient la condensation du mésenchyme
métanéphrique pour former des agrégats péritubulaires, suivis par la transition
mésenchyme-épithélium de ces cellules et la formation des parties les plus proxi-
males du néphron (du glomérule jusqu’ au tube contourné distal) [8]. Lafusion de
ces deux segments tubulaires, d'origine distincte, conduit a la formation du
néphron fonctionnel mature.

Une fois complétement développés, les épithélias tubulaires du néphron repré-
sentent une monocouche cellulaire relativement quiescente. Cependant, a I’ occa-
sion de stress, ces cellules épithéliales sont capables de subir des altérations
morphologiques et fonctionnelles. Ces réponses au stress produisent a la fois une
adaptation et une protection pour la fonction tubulaire, permettant I” hypertrophie
en réponse aun besoin de transport accru et permettant laréparation tissulaire suite
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ade multiples types d’ agression. La nécrose tubulaire aigué reste la cause princi-
pale d'insuffisance rénale chez les patients hospitalisés et la mortalité associée
avec cette situation, quand ellerequiert I'hémodialyse, reste élevée (50 a80 p. 100)
malgré les progres récents dans les techniques d’ épuration extrarénale [9].

L’ expression de nombreux facteurs de croissance et/ou de leurs récepteurs est
augmentée en cas d’ agression tubulaire aigué et plusieurs de ces facteurs de crois-
sance, notamment HGF, EGF, IGF1 (insuline-like growth factor 1) ont la capacité
d améliorer I évolution de I'insuffisance rénale aigué, quand elles sont données a
des doses pharmacologiques, dans des modeles animaux [10-14] ; cependant, les
essais chez I"'homme n’ont pas encore été concluants [15]. Comme nous |’ avons
mentionné, ces mémes facteurs de croissance sont exprimés dans le rein en
développement et semblent jouer un réle dans la formation normale du systeme
collecteur et/ou du néphron. De nombreux événements morphologiques qui sur-
viennent durant le développement, tels que la régulation des interactions cellules-
cellules et cellules-matrices, lamigration, la prolifération, latransition mésenchyme-
épithélium, sont récapitulés a certain degré, durant la réparation d’une agression
tubulaire [16]. Ceci a conduit a I’ utilisation de modéles de culture cellulaire afin
d’identifier les voies de signalisation activées par ces facteurs de croissance, dans
I’espoir de comprendre la régulation de ces voies et quels événements elles
contrélent en aval pour mieux appréhender non seulement les défauts survenant
lors du développement rénal, mais également pour définir des moyens d'interven-
tion ciblés et efficaces pour augmenter la réparation tubulaire.

TUBULOGENESE IN VITRO

Quand les cellules tubulaires épithéliales sont mises en culture a faible densité,
elle s'assemblent en petits Tlots et proliferent pour former une monocouche épi-
théliale ayant un aspect pavé (cobblestone). Cependant, si ces cellules sont cultivées
dans une matrice en 3 dimensions telle que le collagéne de type 1 ou le Matrigel,
elles se divisent pour former un agrégat tridimensionnel de cellules et a un certain
point critique de leur densité, développent une lumiére centrale entourée par une
couche kystique de cellules polarisées (fig. 1A). Si les cellules sont cultivées dans
une matrice tridimensionnelle en présence de facteurs de croissance spécifiques
tels que HGF ou les ligands de I’ EGF récepteur, €lles changent d’ une morphologie
sphérique vers une morphologie allongée et étendent des branchements a partir du
corps principal de la cellule dans les premiéres 12 a 18 heures de culture. Quand
ces branchements établissement des contacts avec les branchements provenant de
cellules adjacentes, des divisions cellulaires se produisent le long d’un axe plutét
gue sous forme d’ agrégat sphérique. Ceci résulte en un cordon de cellules formant
un tubule ramifié. Ainsi, alors que ces cellules proliférent jusqu’a un point de
densité critique, une lumiere centrale apparait récapitulant la formation tubulaire
(fig. 1B). Ainsi, I'arrangement d’une couche monocellulaire avec une lumiére
centrale semble étre une propriété inhérente des cellules épithéliales tubulaires,
des facteurs de croissance spécifiques jouant un réle déterminant dans I’ arrange-
ment morphologique de cette structure luminale.

De fagon intéressante, durant ces expériences de culture in vitro, des structures
variées peuvent s observer, de prédominance kystique, sous certaines conditions,
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Fic. 1. — Tubulogenése in vitro. Les cellules immortalisées IMCD sont cultivées en sus-
pension dans un mélange de collagene de type | et de Matrigel en présence de sérum de
veau fodal 1 p. 100 (A) ou de sérum de veau fodal 1 p. 100 + HGF (40 ng/ml) (B). Les
structures observées au jour 2 sont faites de 2-4 cellules alors que | es structures observées
au jour 7 contiennent 50 a 100 cellules. La lumiére centrale est désignée par la fleche
blanche.

a une prédominance de tubules en présence de facteurs de croissance tubulo-
géniques. La capacité d’ un facteur de croissance donné ainduire une structure tubu-
laire aprés 4-5 jours de culture est corrélée avec la capacité ainduire une ramification
aprés 24-48 heures de culture, permettant de quantifier le potentiel tubulogénique
de facteurs de croissance en déterminant le nombre de ramifications par cellule.
Parmi les facteurs de croissance qui ont été étudiés dans ce processus, HGF est
remarquable de par ses effets marqués sur la morphologie des cellules épithéliales
et I"induction de tubulogenese in vitro [17], expliquant ainsi I"intérét d’ étudier les
voies de signalisation induites par I’ HGF pour mieux comprendre |a tubul ogenése.
La plupart de ces travaux ont été conduits dans des systémes de culture cellulaire,
utilisant des cellules d'origine proximale (LLCPK, OK) et/ou d origine distale
(MDCK, mIMCD-3). Lastimulation des cellules épithéliales tubulaires par I'HGF
résulte dans des changements morphologiques spécifiques qui dépendent des
interactions cellule-cellule et cellules-matrices. En suspension, HGF induit un
attachement cellulaire plus rapide au substrat de culture et augmente I’ étalement
cellulaire [8]. Sur les cellules déja adhérentes au substrat de culture, HGF induit
une perte des interactions cellule-cellule et stimule la dispersion cellulaire et la
migration expliquant I’ autre nom donné a I'HGF (scatter factor). Par opposition,
ainsi que souligné ci-dessus, les cellules suspendues dans une matrice sont en
contact avec les cellules adjacentes et forment une structure tubulaire allongée
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quand elles sont traitées par I'HGF. Ces différentes réponses a un méme facteur
de croissance démontrent que les voies de signalisation intracellulaire controlant
lamorphologie des cellules tubulaires doivent recevoir des informations multiples
de la surface cellulaire, incluant les récepteurs de facteurs de croissance eux-
mémes, les sites d'interaction cellule-cellule et les sites d'interaction cellule-
matrice.

VOIES DE SIGNALISATION
PAR LE RECEPTEUR DE L’HGF

Le récepteur de I'HGF, de haute affinité, situé a la surface des cellules est le
récepteur tyrosine kinase c-met qui est exprimé essentiellement sur toutes les
cellules tubulaires épithéliales de I’ organisme incluant le rein, e poumon, I'intes-
tin, le pancréas et le sein [19, 20]. Ce récepteur comporte une sous-unité a-extra-
cellulaire liée par un pont disulfure a une sous-unité -transmembranaire. En plus
de son récepteur a haute affinité, I' HGF peut aussi lier les heparanes sulfate protéo-
glycanes a la surface cellulaire tels que syndecans et glypicans. La présence de ce
récepteur de basse affinité pour des facteurs liant I’ héparine tels que I'HGF ou le
FGF est critique pour leur action, ce qui est illustré par la perte de leur activité
lorsqu’ on retire les heparanes sulfate protéoglycanes a la surface des cellules [21,
22]. La liaison du HGF a son récepteur c-met entraine I’homodimérisation du
récepteur et la cross-phosphorylation des domaines tyrosine kinase. La trans-
duction du signa en aval du récepteur dépend principalement de la phosphoryla-
tion de deux résidus tyrosine dans la partie carboxyterminale, Y34 et Y135 [23,
24]. Ces résidus phosphorylés servent de cible de liaison de haute affinité pour
recruter des molécules adaptatrices critiques pour les effets morphogéniques de
I"HGF incluant PI-3 kinase, PLCy;, src, et grb2. L’ association agrb2 entraine |’ acti-
vation des MAPK ainsi qu’une association unique avec la molécule adaptatrice
Gabl [25]. L’ association avec Gabl est essentielle pour les effets tubul ogéniques
mais non I’induction de la migration par HGF [25, 26].

VOIES PI-3 KINASE, PKC ET PLCy
DANS LE REMANIEMENT DU CYTOSQUELETTE

Une des molécules les plus étudiées qui est activée par |e récepteur c-met est la
phospho-inositide 3-kinase (Pl 3K) [13, 27]. Cette molécule hétérodimérique
comprend une sous-unité de 85 kDa régulatrice (p85) et une sous-unité catalytique
de 110 kDa (p110). La phosphorylation de séquences protidiques contenant des
résidus tyrosine-x-x-méthionine (Y xxM) procure des sites de liaison de haute affi-
nité pour les deux domaines SH2 de p85, recrutant ainsi Pl 3K et activant la sous-
unité catalytique. La Pl 3K phosphoryle le phosphatidilinositol 4,5 bisphosphate
(P1,5P2) en position 3 genérant le P, ,;P3 dans la couche lipidique a proximité du
récepteur. P, , ;P3 agit ensuite comme un site de recrutement pour activer d’ autres
protéines ala membrane cellulaire incluant les kinases phospho-inositides dépen-
dantes (PDK) et Akt/PKB (protéine kinase B). L' association de Pl 3K avec c-met
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est médiée par laséquence B®YVHVNATY VNV danslapartie c-terminale de c-met
[26, 28] qui peut soit lier directement les domaines SH2 de PI 3K (mais avec une
faible affinité) ou médier indirectement I’ association de Pl 3K par Gabl [25].

La capacité de HGF a induire des changements de morphologie cellulaire et a
altérer lesinteractions avec la membrane basale montre que la signalisation par c-met
doit réguler ladissociation et laformation de cytosquelette d’ actine durant I’ émis-
sion de prolongements cellulaires et la migration cellulaire. Pour étudier un réle
possible de Pl 3K dans ce processus, nous avons examiné la migration et la rami-
fication des cellules IMCD en utilisant des inhibiteurs de PI 3K ou une activation
sélective de PI 3K. L’inhibition de Pl 3K par la wortmannine ou le compose
LY 294002 a eu comme effet d'inhiber la migration induite par le HGF ainsi que
le processus de ramification cellulaire et la formation tubulaire, démontrant que
cette voie de signalisation est nécessaire pour la morphogenése induite par HGF
[29]. De plus, ces cellules IMCD exprimant un récepteur PDGF mutant qui active
seulement la Pl 3K ont migré en réponse au PDGF démontrant que la signalisation
par Pl 3K est alafois nécessaire et suffisante pour induire cette réponse morpho-
génique. Par contre, laréponse plus complexe que constitue latubulogenése n’ était
pas activée par |’ expression des récepteurs PDGF sauvages ou mutants dans les
cellules IMCD démontrant que I’ activation des Pl 3K n'est pas suffisante pour
induire ce phénotype et confirmant la nature unique des signaux engageés en aval
du récepteur c-met.

L’ examen des mécanismes induits par Pl 3K sur lamorphologie cellulaire et la
migration ont montré que |’addition de Pl;,.P; aux cellules, indépendamment
d'une activation du récepteur ou de la Pl 3K elleméme, était suffisante pour
induire la migration, montrant bien que ce n’est pas |I’enzyme PI 3K elleeméme
mais plutot la présence de Pl , ;P;alamembrane cellulaire qui était I’ €l ément déci-
sif [30]. L’ observation des cellules en temps réel a montré que celles traitées par
Pl ,sP; exhibaient d’importantes « boursoufflures » en bordure des cellules, sug-
gérant que I’ activation de Pl 3K est spécifiquement impliquée dans le réarrange-
ment du cytosquelette. La démonstration que ces lipides servent de sites de
recrutement pour d'autres protéines ala surface cellulaire, nous a conduit arecher-
cher des protéines candidates que Pl ,P; pourrait réguler. Les protéines kinases C
(PKC) sont des sérines/thréonines kinases qui sont activées aprés recrutement ala
membrane et sont des régulateurs importants des réarrangements du cytosquel ette
d’actine de par la phosphorylation de substrats tels que les MARCKS [31]. La
capacité des PKC activées a stimuler la migration cellulaire nous a conduit a étu-
dier le réle des isoformes de PKC dans la migration cellulaire induite par Pl 3K.
Ces expériences ont révelé que Pl , P, conduit a |’ activation des PKC ala mem-
brane cellulaire (avec une activation préférentielle des isoformes des PK C-calcium
indépendantestelles que PK Ce) et quel’ inhibition des PK C blogquait compl etement
la boursoufflure des cellules et lamigration cellulaire induites par Pl 3K [30, 32].

Durant les études utilisant les récepteurs du PDGF mutants, nous avons noté que
la co-activation de Pl 3K et de la phospholipase Cy (PLCy) entrainait une augmen-
tation de lamigration cellulaire comparée al’ activation de Pl 3K seule, et que I’inhi-
bition de PLCy diminuait trés nettement la migration celulaire. L’éude des
mécanismes impliqués dans cet effet a révélé que la production de PI,,P;
augmentait la production d'inositol triphosphate (1P3) induite par PLCy et que |’ aug-
mentation de calcium cytosolique médiée par I’ activation de PLCg augmentait deux
foiss'il y avait une co-activation de Pl 3K [33, 34]. De plus, nous avons montré que
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Fic. 2. — Modéle montrant le réle de I'activation de Pl 3K, PLCy et PKC. L activation
d'un récepteur tyrosine kinase (RTK) tel que c-met conduit alafixation et al’ activation
de PI 3K et de PLCy. La Pl 3K phosphoryle Pl P, & la membrane pour produire du
P, ,sP5 & proximité du récepteur. Pl;, ;P; sert de site de liaison et active directement les
isoformes des PK C cal cium-indépendantes et également entre en compétition pour retirer
PL Cy du récepteur tyrosine kinase et le cibler alamembrane. PL Cy peut alors hydrolyser
Pl,sP, en diacyglycerol et IP3 activant ainsi lesisoformes des PKC cal cium-dépendantes
ainsi que d' autres protéines régulées par le calcium et impliquées dans le réarrangement
du cytosquelette.

Pl,,sP; entrait en compétition avec le récepteur activeé pour lier les domaines SH2
de PLCy suggérant ainsi que Pl , ;P; peut médier le recrutement de la PLCy activée
du récepteur ala couche bilipidique ol I’ enzyme est en contact direct avec son sub-
gret, le Pl,P, (fig. 2). Cette activation accrue de PLCy entraine une production
accrue de diacylglycérol et le relargage de calcium provoquant ainsi une activation
des protéines kinases C-calcium dépendantes ainsi que d'autres protéines calcium
dépendantes impliquées dans la régulation du cytosguelette d’ actine telle que la
gelsoline. Aing, il apparait que I’ activation de la voie Pl 3K par des récepteurs tels
gue c-met est un élément-clé dans la régulation du réarrangement du cytosquel ette
nécessaire pour induire des modifications morphol ogiques cellulaires mais un stimu-
lus insuffisant pour produire une vraie formation tubulaire.

TRANSDUCTION DU SIGNAL PAR HGF
ET COMPLEXE D’ADHESION FOCALE

En plus des réarrangements du cytosquelette d’actine, il est clair que le HGF
doit aussi réguler les sites d’ adhésion cellule-matrice extracellulaire. Dans les pre-
miers stades de la migration cellulaire de la tubulogenése, HGF induit de longues
extensions cellulaires qui interagissent avec lamatrice environnante et guident soit
la migration du corps entier de la cellule, soit le contact avec des prolongements
de cellules adjacentes, formant ainsi un axe linéaire et finalement la formation de
tubules [29, 35]. Les travaux du groupe de Nigam ont montré que la capacité
d'HGF d'induire ces changements morphologiques était accrue en présence de
composants de lamatrice extracellulairetels que lafibronectine et lalaminine aors
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qu'ils étaient diminués en présence de collagéne de type |V et de vitronectine [36].
Plus récemment, nous avons montré que I'HGF pouvait entrainer une adhésion
rapide des cellules en suspension sur la fibronectine ou le collagéne de type | mais
pas sur la laminine, le collagéne de type IV ou la poly-L-lysine [18]. Cette aug-
mentation de |’adhésion cellulaire induite par I'HGF nécessite I’ étalement celul-
laire, un processus qui dépend d’ une interaction finement régul ée entre un groupe
de proténes cytosoliques et transmembranaires aux sites de contact cellules-matrices,
appelé le complexe d’'adhésion focale.

Les contacts cellule-matrice sont formeés par des interactions entre des protéines
transmembranaires appelées les intégrines et la matrice extracellulaire, qui sont
régulées par un groupe de protéines intracellulaires incluant taline, a-actinine,
FAK (focal adhesion kinase), la kinase liée aux intégrines (ILK), vinculine et
paxilline [37]. Ces sites d’ adhésion focale permettent I’ attachement des filaments
d actine et ains dans leur forme mature, agissent pour stabiliser la structure cel-
[ulaire. Par opposition, pour que les cellules puissent se déplacer et changer de
morphologie, les complexes d adhésion focale doivent étre réarrangés pour per-
mettre une modification du cytosguelette, I’ extension d’un processus cellulaire et
la formation de nouveaux points d’adhésion focale a des sites distants. De nom-
breuses voies de signalisation (incluant les petites protéines liant le GTP, rho, rac
et CDC 42, Pl 3K, src et FAK) sont activées ala fois par I'engagement des inté-
grines et les facteurs de croissance extracellulaire.

La capacité d' HGF aréguler les sites de contact cellulaire a été démontrée dans
des travaux étudiant I’ attachement des cellules tumorales dans lesquelles HGF
est capable de stimuler I'adhésion intégrine dépendante des cellules [38, 39].
Plusieurs hétérodimeres d’intégrines et composants de la matrice extracellulaire
jouent un réle dans ce processus, incluant, a2f31, a3p1 et a6B4, en conjonction
avec le collagéne de type I, lafibronectine et lalaminine. Nous avons montré que
plusieurs lignées cellulaires rénales tubulaires murines augmentaient en réponse
al’HGF leur adhésion ala fibronectine et au collagéne de type | mais contraire-
ment a ce qui a été montré dans les cellules carcinomateuses, I’ adhésion alalami-
nine n’ était pas augmentée [35]. L’ examen minutieux dans le temps de I’ adhésion
stimulée par HGF nous a montré que I'HGF ne modifie pas I’ attachement initial
des cellules épithéliales tubulaires rénales mais augmente plutdt la vitesse d' éta-
lement cellulaire. La distinction entre |’ attachement cellulaireinitial (qui est basé
sur une activation des intégrines) et le processus plus complexe d’' étalement et/ou
migration (qui est basé sur le turnover des complexes d’adhésion focale et les
changements de morphologie cellulaire qui en découlent) nous éclaire sur le pro-
cessus de morphogenése induit par I'HGF et suggére des protéines candidates
spécifiques qui pourraient étre impliquées dans I’ adhésion cellulaire et régulées
par HGF.

Deux protéines des complexes d’ adhésion focale, FAK et paxilling, ont un role
critique dans I’ é&talement et la migration cellulaire mais ne sont pas requises pour
la simple adhésion cellulaire. Des fribroblastes qui n’expriment ni FAK ou paxil-
line sont capables d' une adhésion cellulaire presgue normale mais ne peuvent
s étaler ou migrer en réponse a divers stimuli [40, 41]. De fagon intéressante, les
fibroblastes n’ exprimant pas FAK forment plus de complexes d adhésion focale
que les cellules contréles (basées sur la localisation de vinculing, actine et taline),
suggérant que le recrutement de FAK aux complexes liaisons focal es est important
pour le turnover de ces complexes qui est nécessaire pour les changements de
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morphologie cellulaire survenant durant I’ étalement et la migration. Renforgant
cette hypotheése, il est apparu que le processus de maturation des complexes
d adhésion focale et d étalement cellulaire, requiert la phosphorylation sur des
résidus tyrosine, alafois de FAK et de paxilline [42, 43].

La paxilline est une protéine de 68 kDa qui sert d’ adaptateur pour de multiples
protéines des complexes d’ adhésion incluant FAK, actopaxine, vinculine, paxilline
kinase linker (PKL) et ILK [44, 45]. Les protéines interagissant avec la paxilline
s'associent a des résidus uniques dans la partie aminoterminale de la paxilline
appelée des domaines LD. La surexpression du domaine LD4 de la paxilline pré-
vient I"association de celle-ci avec FAK et PKL et inhibe fortement la migration
cellulaire [45], démontrant que |e recrutement de ces protéines induite par la paxil-
line est critique pour le processus de modification morphologique de la cellule.
Supportant également un rdle critique de la paxilline dans les processus de mor-
phogenese durant |e dével oppement, les souris paxilline —/— ne survivent pas aprés
8,5 jours de développement et ont de multiples anomalies incluant petites tétes,
troncation de I’ axe antéropostérieur et anomalies cardiaques [40], qui sont tres
similaires a celles observées chez les souris inactivées pour FAK [41].

FAK est une tyrosine kinase cytoplasmique qui est dirigée vers laformation de
nouveaux complexes d' adhésion par son extrémité C-terminale comportant un
domaine FAT (focal adhesion targeting) qui interagit avec la paxilline, la taline
et latensine. Le recrutement de FAK aux complexes d’ adhésion entraine I’ activa-
tion de son domaine kinase et I’ autophosphorylation sur la tyrosine 397 qui sert
alors de site de liaison pour les domaines SH2 de la sous-unité p85 de Pl 3K, src,
PLCy et Grb7 [46, 47]. Une fois activée, FAK phosphoryle d’ autres substrats tels
gue la paxilline et p130Cas (qui S associe avec FAK par son domaine SH3). La
stimulation par HGF induit la phosphorylation de FAK sur des résidus de tyrosine
et augmente la liaison des complexes intégrines avec le cytosquel ette d’ actine [ 38,
48]. Lai et coll. ont montré que la surexpression de FAK entrainait une augmen-
tation nette de la dispersion des cellules MDCK en réponse a I'HGF due a une
augmentation de I’ étalement cellulaire et de la migration cellulaire [49]. Ces tra-
vaux initiaux ont donc montré que la signalisation par FAK et paxilline avaient
une importance primordiale dans |’ é&alement cellulaire et [amigration. Cependant,
les événements qui régulent leur recrutement aux complexes d’ adhésion focale et
qui déterminent ainsi quels complexes restent stables et lesguels sont soumis a un
turnover, commencent a peine a émerger.

HGF ET LA TRANSDUCTION
DU SIGNAL PAR LES MAPK

A c6té de son association a Pl 3K et a PLCy, le récepteur c-met activé s associe
avec une protéine adaptatrice grb2 par le méme site de tyrosine phosphorylée dans
sa partie carboxyterminale. Grb2 a deux domaines SH3 qui permettent son asso-
ciation constitutive avec la protéine adaptatrice Gabl et le facteur d'échange
nucl éotidique Sos, recrutant ainsi ces protéines au récepteur (fig. 3). Gabl est une
protéine de 110 kDa qui est phosphorylée par |e récepteur c-met et sert a son tour
a amplifier I’association de c-met avec Pl 3K et PLCy, ainsi que la liaison a la
tyrosine phosphatase SHP2, a la protéine adaptatrice Crk et, par son domaine
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des intégrines

Fic. 3. — Transduction du signal par le récepteur de I’'HGF c-met. L’ activation du récepteur
par laliaison de I’'HGF entraine une homodimérisation de c-met et une activation de ses
domaines kinase avec secondairement phosphorylation de Y3 et Y %% dans |a partie car-
boxyterminale. Ceci produit des sites de liaison a haute affinité pour des domaines SH2 de
Grb2 et le domaine de liaison amet (MBD) de Gabl. Les domaines SH3 de Grb2 permet-
tent I association de c-met avec Gabl par laliaison aun domaine riche en proline de Gabl,
ains que le recrutement de Sos au récepteur activant ainsi lavoie des MAPK. L’ activation
de ERK par cette voie peut entrainer ainsi lalocalisation nucléaire de ERK et I’ activation
transcriptionnelle ou laliaison localement de ERK a Gabl et/ou paxilline dans le complexe
d adhésion focale, régulant ainsi le renouvellement du complexe. Gabl sert aréguler I’ acti-
vation de multiples protéines a la membrane incluant Pl 3K, PLCy, Crk et SHP2.

aminoterminal d’ homologie alapleckstrine (domaine PH), aPl, , ;P;alamembrane
[50]. La perte de I’activation de Gabl par le récepteur c-met ou la perte de sa
localisation membranaire élimine |’ action tubulogénique de c-met.

Sos est |e facteur d’ échange nucléotidique de la guanine pour ras et son recru-
tement ala membrane par grb2 permet la conversion de GDPras en GTPras, per-
mettant ainsi le début de I activation de la voie MPAK (mitogen activated protein
kinase). GTPras s associe et active la sérine/thréonine kinase raf, qui & son tour,
phosphoryle et active MEK qui aors phosphoryle en aval les sérine/thréonine
kinase ERK. L’activation d’ ERK entraine sa translocation nucléaire et la régula-
tion de facteurs de transcription impliqués dans la prolifération tels que ELK-1.
Cependant, en screenant les protéines qui interagissent avec Gabl, nous avons
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trouvé que ERK s associe aussi avec Gabl phosphorylé ala membrane cellulaire
[51]. Cette phosphorylation survient dans le domaine de liaison a met de Gabl
présdu sitedeliaison aPl 3K et parait réguler |’ association c-met/Gabl avec Pl 3K
[52, 53]. L’ observation que ERK recrute alamembrane aprés stimulation par HGF
en conjonction avec les résultats de Finchman et coll. qui ont démontré que
I’ expression de v-src entrainait lalocalisation de ERK dans les complexes d’ adhé-
sion focale a la surface cellulaire [54], nous a conduit a examiner la possibilité
gu’ en addition de ses effets sur lasignalisation par Pl 3K, ERK jouait un role dans
larégulation des sites d'interaction cellules-matrices aprés stimulation par HGF.

HGF STIMULE L’INTERACTION PAXILLINE/FAK
DE MANIERE ERK DEPENDANTE

Pour commencer a déterminer I’'importance de I’ activation de ERK dans la
séguence des événements morphologiques en réponse HGF, nous avons examiné
les effets de I'inhibition de MEK sur les événementsinitiaux d’ adhésion cellulaire
(0-30 minutes) et d éaement (30 minutes) ainsi que les réponses plus tardives
incluant lamigration et latubulogenése (4 a7 jours). Dans chague cas, I’ inhibition
de ERK, en utilisant les inhibiteurs de MEK U0126 ou PD98059, diminuait singu-
lierement I' effet de HGF sur la morphologie cellulaire sans avoir d' effet sur la
viahilité cellulaire [18, 55]. De fagon intéressante, cette importance centrale de
I'activation de ERK dans I'éalement cellulaire et la migration apparait assez
spécifique des changements de morphologie induits par des facteurs de croissance
puisgue U0126 prévient alafois lamigration cellulaire et la tubulogenése induite
par HGF [55] et par EGF maisn’inhibe paslamigration cellulaire et laramification
induite par la polycystine 1 [35].

L’ examen du complexe d’ adhésion focale amontré qu’ alafois FAK et paxilline
étaient phosphorylés sur desrésidus de tyrosine en réponse al’ HGF et que la paxil-
line montrait une migration différente sur gel d éectrophorése aprées stimulation
par HGF [56]. La mobilité réduite sur I’ électrophorése est typique des protéines
phosphorylées sur des sites sérine/thréonine tels que les motifs de phosphorylation
de ERK, P-x-S/T-P. En effet, I'inhibition de MEK abolit complétement le retard
de migration de la paxilline apres stiumation par HGF. De plus, ERK activé s’ asso-
cie avec paxilline de maniére HGF-dépendante et ERK phosphoryle la paxilline a
lafoisin vitro et dans la cellule intacte.

L’ examen de la séquence en acide aminé de la paxilline révele plusieurs sites
de phosphorylation potentiels par ERK, SP83, SP230 et SP288, sites qui sont
contenus dans I’ extrémité aminoterminal e de la protéine dont deux flanquent les
domaines LD responsables de I’ association a FAK. La proximité de ces sites de
phosphorylation par ERK et des domaines LD nous a conduit &1” hypothése que
la phosphorylation de paxilline par ERK puisse réguler |” association de paxilline
et de FAK. Cette possihilité a été confirmée quand nous avons trouveé que I’ inter-
action basale entre FAK et paxilline était fortement augmentée apres stimulation
par HGF et que cette augmentation était inhibée par le traitement des cellules
par le U0126. Pour déterminer si la phosphorylation de paxilline par ERK
médiait directement cet effet, la paxilline exprimée in vitro dans des bactéries
a été phosphorylée avec ERK active avant de réaliser des essais d' immuno-



MECANISMES MOLECULAIRES DE LA TUBULOGENESE 17

précipitation a partir de lysats cellulaires de cellules IMCD3, montrant une
multiplication par 5 de I’ association de FAK avec la paxilline préal ablement phos-
phorylée par ERK.

Le recrutement de FAK aux complexes d’ adhésion a été montré comme résul-
tant de son activation et de sa phosphorylation sur des résidus de tyrosine. Pour
déterminer si la phosphorylation de FAK induite par HGF et son activation dépen-
daient de |’ association FAK-paxilline médiée par ERK, la phosphorylation de FAK
a été examinée dans les cellules stimulées par EGF tout en inhibant MEK. Ces
expériences ont révélé que HGF entrainait une augmentation de la phosphorylation
de FAK qui était fortement diminuée si I’on bloquait I’ activation de ERK. Ainsi,
I’activation de ERK par HGF entraine une association de ERK avec paxilline et
une phosphorylation de paxilline ERK-dépendante, médiant ainsi le recrutement
et I’ activation de FAK.

UN MODELE POUR LA SIGNALISATION PAR HGF
DANS LA MORPHOGENESE EPITHELIALE

Ces résultats indiquent un réle primordial de I'HGF conduisant a la formation
des processus cellulaires et a un changement général de morphologie de la cellule
qui, d’arrondie devient allongée, avec de nombreux prolongements cellulaires. Ce
changement de morphologie cellulaire facilite I’ é&alement cellulaire, la migration
cellulaire et le contact avec les cellules adjacentes, événement qui joue un role
critique alafois dans le développement du tubule a partir du mésenchyme méta-
néphrique et également dans la réparation tubulaire aprés nécrose cellulaire. Les
événements cellulaires précoces qui conduisent a ces changements de morphologie
sont résumés dans la figure 4.

Une cellule épithéliale quiescente en suspension dans la matrice ou reposant au
sein d’ un épithélium tubulaire) exprime a sa surface des intégrines médiant I’ inter-
action avec lamatrice environnante et la stabilisation d’ une forme cellulaire arron-
die (ou cuboidale dansle cadre d' un tubule mature) due alaformation de filaments
d’ actine prenant origine dans le complexe d’ adhésion focale par I'intermédiaire de
protéines associées a la paxilline telles que I’ actopaxine et la vinculine. L’ activa
tion du récepteur c-met stimule I’ association et I activation de Pl 3K et de PLC
ainsi qu'il a été décrit plus haut, résultant en une augmentation de calcium intra-
cellulaire et au recrutement et al’ activation des PKC & la membrane. Ces événe-
ments conduisent & la déstabilisation des filaments d'actine existant et a la
polymérisation de nouveaux filaments d’actine conduisant a I’ extension de nou-
veaux prolongements cellulaires par I’ activation de protéines telles que MARCK S
et rac. De concert, I’ activation locale de lavoie des MAPK conduit &1’ association
sélective de ERK avec paxilline dans les complexes d’' adhésion focale a proximité
du récepteur activé. La phosphorylation de paxilline par ERK stimule le recrute-
ment de FAK a ses points d’ adhésion focale, conduisant a leur renouvellement et
facilitant laformation de nouveaux complexes d’ adhésion au niveau des extensions
cellulaires. Par contact avec des extensions cellulaires provenant de cellules situées
aproximité, ces changements précoces de morphologie d’ une seule cellule procu-
rent ainsi un modéle pour la formation d’une structure allongée tubulaire plut6t
qu’ une structure sphérique kystique.
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FiG. 4. — Modéle schématique représentant la morphogenése épithéliale induite par le fac-
teur de croissance HGF.
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