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Cubiline: role
physiopathologique
et relations

avec la mégaline

Pierre J. Verroust, Renata Kozyraki

> Les épithéliums qui bordent le tubule contourné
proximal, le feuillet viscéral du sac vitellin et
I'iléon ont la capacité d’internaliser par endocy-

REVUES

tose une grande variété de composants, notam-
ment protéiques, qui permet leur approvisionne-
ment en composés cruciaux, mais aussi le trans-

o2

port sélectif de composés d’un compartiment vers
un autre. Un récepteur multiligands, la cubiline, en
association avec la mégaline, un autre récepteur
multiligands, joue un rdle crucial dans ces proces-

SYNTHESE

sus, en physiologie comme en pathologie. <

L'endocytose, c’est-a-dire la capacité pour une cellule
d’internaliser par un systeme de vésicules certains com-
posants du milieu extérieur, est un processus universel. ||
rend compte d’une tres grande variété de fonctions allant
de I’action de certaines hormones a la transmission de
Iinflux nerveux, en passant par I'internalisation du cho-
lestérol. De plus, dans certains épithéliums polarisés,
I’internalisation puis la dégradation des protéines pré-
sentes au pdle apical apparaft comme une spécificité
fonctionnelle. Par ce mécanisme, les cellules épithéliales
du tube contourné proximal rénal (TCP) réabsorbent les
protéines plasmatiques qui n’ont pas été retenues par le
glomérule et contribuent, comme nous le verrons, a
I’épargne de composés vitaux tels que les vitamines. Ce
méme processus d’endocytose « dégradative » est essen-
tiel dans le fonctionnement du sac vitellin qui, chez les
rongeurs, constitue la seule interface materno-feetale
pendant la premiére moitié de la gestation [1]. Ces deux
épithéliums sont caractérisés, anatomiquement, par la
présence d’un appareil endocytique apical particuliére-
ment développé. €n témoignent I"abondance des puits a
clathrine délimités par les espaces intermicrovillaires
(€IMV), et la présence, dans le cytoplasme apical, de
nombreuses vésicules intracytoplasmiques et de struc-
tures spécialisées, les tubules apicaux denses, qui assu-
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rent le recyclage de la
membrane plasmique

apicale internalisée
[2]. Deux récepteurs

multiligands semblent constituer le support biochimique

de cette activité, la mégaline, ou gp330, et la cubiline,
encore appelée gp280 ou récepteur du complexe facteur
intrinséque gastrique/cobalamine (IFCR) [3, 4]. Ces pro-
téines ne sont exprimées que dans un nombre restreint
d’épithéliums, dont le TCP, le feuillet viscéral du sac vitel-
lin et I'iléon terminal, ol elles sont concentrées dans les
puits a clathrine. Bien que de structure tres différente,
elles sont toutes deux caractérisées par I'accumulation
de domaines de liaison qui leur conférent des propriétés
de récepteurs multiligands. Elles sont étroitement co-
exprimées et interagissent entre elles, mais servent des
fonctions distinctes dans les différents organes ol elles
sont exprimées. Dans cet article, nous présentons brieve-
ment les propriétés de la cubiline, son importance fonc-
tionnelle et ses relations avec la mégaline.

Structure de la cubiline

La cubiline [5-7] est une protéine périphérique de 460
kDa, contenant 13 a 14 % d’hydrates de carbone et dont
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la séquence primaire, déterminée chez le rat, I"lhomme
et le chien est conservée avec une homologie de 70 %. La
structure de la cubiline (Figure 1) montre une séquence
amino-terminale de 110 acides aminés, suivie d’un
assemblage de 35 modules extracellulaires comportant
8 domaines EGF (epidermal growth factor) de type B et
27 domaines CUB (complément C1r/Cls, Uegf [epider-
mal growth factor sea urchin related protein] et bone
morphogenic protein-1) ayant entre eux une homologie
globale de 40 %. La cubiline ne contient pas de domaine
transmembranaire ni d’ancre glycosylphosphatidylino-
sitol. Son association au versant externe de la membrane plasmique
[8] implique probablement les 100 résidus amino-terminaux. Cette
région comporte une cystéine libre qui pourrait étre palmitoylée [9] et
une région susceptible de former une hélice amphipathique O qui res-
semble au domaine de liaison des apolipoprotéines aux lipides.
L’élément le plus frappant dans la structure de la cubiline est I'accu-
mulation de 27 domaines CUB qui lui confére la possibi-
lité de se lier & une grande variété de ligands (Tableau

Ligands et fonctions de la cubiline

Les principaux ligands de la cubiline et de son co-récep-
teur, la mégaline, sont présentés dans le Tableau /. La
cubiline peut se lier a plusieurs ligands simultanément.
La formation des complexes cubiline-ligand nécessite la
présence de calcium. L'internalisation de ces complexes
fait intervenir au moins un co-récepteur, la mégaline.
Cette conclusion repose sur 'interaction démontrée
entre cubiline et mégaline et la co-localisation étroite
des deux récepteurs [6], I’effet inhibiteur des anticorps
anti-mégaline sur I'internalisation de la plupart des
ligands, et I"absence d’internalisation des complexes
ligand-cubiline chez les souris mégaline™ [13-16].

Le role physiologique de la cubiline varie en fonction du
site d’expression considéré. La cubiline est le récepteur
des complexes facteur intrinséque-vitamineB12 (FI/B;,)

/). Le site de liaison du complexe facteur intrinséque
gastrique/vitamine B12 a été localisé dans le domaine
CUBS. Les autres ligands identifiés semblent étre recon-
nus par des domaines CUB plus proches de I'extrémité
carboxy-terminale [8]. L'un de ces ligands est la méga-
line, un autre récepteur multiligand co-localisé avec la
cubiline (Figures 2 & 4) dont nous verrons qu'il facilite
I’internalisation.

Expression de la cubiline

Les quantités les plus importantes de cubiline sont
retrouvées dans le TCP, I’épithélium viscéral du sac
vitellin, I’iléon et la muqueuse utérine [10]. A ’échelon
subcellulaire, la cubiline est étroitement co-localisée
avec la mégaline [6]. Les deux récepteurs sont déce-
lables dans I’ensemble de I'appareil endocytique apical
(€EIMV/puits a clathrine, endosomes, tubules apicaux
denses) et & un moindre degré dans les lysosomes.

La biosynthése de la cubiline est complexe et inhabi-
tuelle [11]: elle serait adressée a la membrane plas-
mique sous forme immature, sensible a I"endoglycosi-
dase H, recyclée vers I’appareil de Golgi et ré-adres-

@» Domaine CUB

sée a la membrane plasmique aprés maturation des

Structure 3D
d’un domaine CUB

Mégaline
600 kDa

Membrane plasmique

Signaux d'internalisation

Motifs de classe A
et motifs EGF

® Domaine EGF

chafnes osidiques. Alors que I’association avec la RAP
(receptor associated protein), une protéine d’escorte
impliquée dans la biosynthese des récepteurs de la
famille du low density lipoprotein receptor, est indis-
pensable a I’expression membranaire de la mégaline,
elle ne semble pas nécessaire a I’expression de la cubi-
line qui pourrait, en revanche, nécessiter I'intervention
d’une autre protéine d’escorte encore non identifiée
(7, 12].
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Figure 1. Représentation schématique de la cubiline et de la mégaline. La struc-
ture tridimensionnelle d’un domaine CUB (complément C1r/Cls, Uegf [epider-
mal growth factor sea urchin related protein] et bone morphogenic protein-1),
caractérisée par deux couches de 5 feuillets [3 antiparalléles reliés par des
coudes [3, a été déterminée en prenant comme matrice la structure des sper-
madhésines. La mégaline est caractérisée par trente-six motifs de classe A ou
ligand binding repeats, flanqués de motifs EGF (epidermal growth factor) et
répartis en quatre blocs. Le domaine cytoplasmique comporte deux signaux

d’internalisation par les puits a clathrine du type NPXY (Asn-Pro-X-Tyr).



indispensable a I"absorption physiologique de cette
vitamine dans Iiléon; elle intervient dans la réabsorp-
tion des protéines par le TCP et joue un role clé au cours
du développement. Elle pourrait avoir d’autres fonc-
tions, notamment dans le métabolisme du cholestérol.

La cubiline: récepteur physiologique

du complexe facteur intrinséque/vitamine B12
’absorption intestinale de la vitamine B12 (Figure 2)
implique la formation d’un complexe entre la vitamine
B12 alimentaire et une protéine sécrétée par la
muqueuse gastrique, le facteur intrinséque (FI). Ce
complexe est lui-méme internalisé par un récepteur de
haute affinité exprimé au pdle apical des entérocytes
de I'iléon terminal. Apres internalisation, le Fl est
dégradé tandis que la vitamine B12 est sécrétée dans
les capillaires au pole basal de la cellule iléale. La mise
en évidence de ce récepteur de forte affinité dans les
cellules épithéliales du TCP [3] et le sac vitellin nous a
amenés a montrer qu’il était identique a la gp280, une
protéine que nous avions identifiée et caractérisée
comme cible d’anticorps tératogénes [4]. L'étude de
patients ayant un déficit héréditaire de "absorption de
la vitamine B12, connu sous le nom d’anémie mégalo-
blastique autosomique récessive ou syndrome
d’Imerslund-Grisbeck (SIG), a permis d’acquérir la cer-
titude que la cubiline était le récepteur physiologique
de ce complexe. En effet, le géne de la cubiline est situé
sur le bras court du chromosome 10 (10p12.33-pl3)
dans une région de 6 cm contenant MGA1 (megaloblas-
tic anemia-1), le locus présomptif du SIG. La structure
de la cubiline est anormale chez ces patients [17].

Seize des dix-sept patients étudiés ont une mutation
ponctuelle qui substitue une proline a une leucine (FM1
ou finnish mutation 1) dans le domaine CUB8 qui porte
le site de liaison du complexe FI/B12. Le dernier patient
a des anomalies plus complexes (FM2) qui concernent
I'un des introns du domaine CUB6 et conduisent a la
synthése d’une protéine tronquée.

Cubiline et réabsorption des protéines dans le TCP
Bien que la cubiline exprimée par le TCP et I’épithélium
vitellin soit capable expérimentalement de lier et d’in-
ternaliser le complexe FI/B12, il est probable que cette
propriété n’est pas physiologiquement importante car le
Fl n’est présent qu’en quantité tres faible dans la circu-
lation et donc dans le TCP. 'existence d’une protéinurie
tubulaire caractérisée par la présence, dans 'urine, de
protéines normalement indécelables en aval du TCP chez
les patients et chez les chiens ayant un SIG, suggere for-
tement que la cubiline intervient dans la réabsorption
de protéines présentes dans le TCP (Figure 3).

Le réle de la cubiline dans ce processus est bien mis en
évidence par I’excrétion urinaire accrue de ligands iden-
tifiés de la cubiline tels que I’albumine, la transferrine,
la DBP (vitamin D-binding protein) ou la CCSP (Clara
cell secretory protein) et I’absence de vacuoles de réab-
sorption contenant ces mémes protéines [14, 15, 18]

dans le TCP des chiens ayant un déficit d’adressage membranaire de la
cubiline. Ces vacuoles sont en revanche facilement décelables chez les

chiens témoins. La réabsorption des protéines par le TCP implique en
fait le complexe mégaline/cubiline. Certaines protéines (apolipopro-

téine-A-1 ou apo Al, transferrine) se lient a la seule cubiline, la méga-
line n’intervenant que pour faciliter I'internalisation des complexes

CUBILINE

Transporteurs sériques

Facteur intrinseque gastrique/vitamine B,
Transferrine/Fer

DBP (vitamin D-binding protein)/vitamine D

Lipoprotéines

Apolipoprotéine Al (ApoAl) et HDL (high density lipoprotein)

Autres protéines

Albumine

Receptor associated protein

Chafnes légeres des immunoglobulines
Hémoglobine

Clara cell secretory protein

Médicaments ou toxines

Aminoglycosides

MEGALINE

Retinol binding protein/vitamine A
Transcobalamine II/vitamine By,
DBP/vitamine D

Apo B, Apo €, Apo)

Albumine

Receptor associated protein

Chafines légeres des immunoglobulines
Hémoglobine

Aminoglycosides
Trichosantine

Tableau I. Principaux ligands de la cubiline et de la mégaline.

M/Sn® 3, vol. 19, mars 2003

cubiline-ligand. Pour d’au-
tres protéines, notam-
ment I"albumine et la DBP
(vitamin D-binding pro-
tein), la cubiline, mais
aussi la mégaline, sont
responsables de la liaison
apicale. Enfin certaines
protéines, telles que la TC
Il (transcobalamine I1) ou
la retinol binding protein
ne sont pas reconnues par
la cubiline et sont réab-
sorbées par la mégaline.

’expression abondante
de la cubiline et de la
mégaline tout au long du
TCP, Pefficacité de leur
recyclage par le systeme
des tubules apicaux den-
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ses et la localisation dans les segments précoces du TCP
de la plupart de leurs ligands suggerent que les capaci-
tés de réabsorption protéique que constitue le complexe
cubiline/mégaline ne sont pas saturées dans les condi-
tions normales. Ce systeme permet la réabsorption de
plusieurs grammes de protéines par jour, contribuant
ainsi a I"équilibre du bilan azoté. Lorsque la perméabi-
lité glomérulaire est anormalement élevée, la capacité
de réabsorption induit un trafic protéique accru dans les
cellules tubulaires proximales, dont il est généralement
admis qu’il constitue la premiére étape vers le dévelop-
pement de la sclérose rénale et la progression vers I’in-
suffisance rénale [19].

Le tandem cubiline/mégaline permet également de pré-
server certains éléments essentiels tels que le fer et les
vitamines B12 [20], A et D. Les complexes formés par la
vitamine D et la DBP (une protéine de 58 kDa), présents
dans la lumiére du TCP, sont internalisés et adressés
dans les lysosomes qui dégradent la DBP tandis que la
vitamine D est transférée dans le cytosol, hydroxylée
dans les mitochondries et sécrétée au pole baso-latéral,
probablement via un systeme vésiculaire qui reste a
identifier (Figure 3). Limportance physiologique de
cette voie d’internalisation est démontrée par les ano-
malies majeures du systeme osseux

J5 (Figure 4) dans les cellules de ’endoderme primitif qui
migrent, @ partir de la masse cellulaire interne, pour
tapisser la cavité blastoccelique. Son expression persiste
sur le feuillet viscéral du sac vitellin jusqu’au terme de la
gestation. Pendant une période allant de J4 a J9, ce
feuillet constitue I'interface fonctionnelle unique entre
la mere et le foetus. U'épithélium pariétal est perméable
aux protéines maternelles qui ont ainsi acces a la cavité
vitelline. Selon les conceptions physiologiques actuelles,
la cubiline exprimée au pole apical des cellules viscérales
(Figure 4) permet, en association avec la mégaline, I’in-
ternalisation puis la dégradation des protéines et des
lipoprotéines maternelles présentes dans la cavité vitel-
line. Les acides aminés issus de ce processus sont trans-
férés vers I’embryon, tandis que le cholestérol (Figure 4)
est reconditionné dans de nouvelles particules lipopro-
téiques formées a partir de lipoprotéines Al et/ou B syn-
thétisées par les cellules vitellines et sécrétées dans les
capillaires vitellins. Un mécanisme similaire intervien-
drait pour le transfert du fer.

L'importance de la cubiline au cours du développement
feetal a été, dans un premier temps, mise en évidence
par le pouvoir tératogene chez le rat des anticorps anti-
cubiline administrés au 9° jour de la gestation. Ces

observées chez les souris mégaline™”

[21]. Vitamine

Cubiline et développement feetal

La cubiline est exprimée trés précocement
au cours du développement embryonnaire
chez les rongeurs. Elle est décelée des J4-

Figure 2. Schéma illustrant la place de la cubiline et de la
mégaline dans [’absorption intestinale et le métabolisme de la
vitamine B12. Le complexe formé par la vitamine B12 présente
dans les aliments et le facteur intrinseque (FI) gastrique est
internalisé par la cubiline co-exprimée avec la mégaline au
pole apical des entérocytes de I'iléon terminal. Le facteur
intrinseque est dégradé tandis que la vitamine B12 est transfé-
rée dans la circulation sous forme complexée a la transcobala-
mine |1 (TCII). Le mécanisme, et notamment le systéme vésicu-
laire éventuel, impliqué dans la formation de ce complexe est
inconnu. Les complexes transcobalamine/vitamine B12 sont
internalisés dans le foie et les organes périphériques par un
récepteur ubiquitaire dont I'identification est encore incer-
taine. Le cas du rein est particulier, car la mégaline exprimée
au pble apical des cellules du TCP permet I’internalisation des
complexes TCII-B12 présents dans le fluide tubulaire, et la sau-
vegarde de quantités importantes de vitamine B12, probable-
ment du méme ordre de grandeur que les quantités absorbées

dans I'intestin.
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résultats peuvent étre rapportés a la fixation des anti-
corps sur le sac vitellin et a une inhibition des méca-
nismes d’endocytose [22, 23] qui assurent les transferts
de la mere vers le feetus (Figure 4). effet des anticorps
anti-cubiline pourrait étre expliqué par une diminution
de la quantité de protéines internalisées, ce qui condui-
rait a une diminution de la quantité d’acides aminés
transférés vers I’embryon. Il pourrait aussi étre di a une
inhibition du transfert de cholestérol de la mere vers
’embryon, comme le suggeére la similitude des malfor-
mations induites par les anticorps anti-cubiline et les
inhibiteurs de synthése du cholestérol.

Le role de la cubiline au cours du développement est

riences d’invalidation du gene de la cubiline indiquent
que les embryons meurent tres précocement in utero.
L’expression de la cubiline par les toutes premieres cel-
lules de ’endoderme primitif pourrait étre indispensable
au développement ultérieur de I’embryon [24]. De plus,
les données récentes obtenues dans notre laboratoire
indiquent que la cubiline est co-exprimée avec la méga-
line dés les premiers stades de développement du neu-
roépithélium, et pourrait jouer un r6le dans ce contexte.
Les anomalies du développement, et notamment le syn-
drome holoprosencéphalique chez les souris mégaline™”
[25] (qui ont une invalidation fonctionnelle au moins
partielle du géne de la cubiline) vont dans ce sens.

probablement plus complexe, car les premieres expé-
Autres fonctions de la cubiline

Comme nous I"avons indiqué plus haut, la
cubiline se lie aux HDL (high densitiy
® lipoprotein) avec une forte affinité et
permet, avec I'aide de la mégaline, d’in-
ternaliser I’ensemble de la particule. Au

Ligands

cours de ce processus, I'apoA-l est

W i Figure 3. Schéma illustrant la fonction de la cubiline dans [’en-

E docytose par les cellules tubulaires proximales. La cubiline est
exprimée au péle apical des cellules épithéliales, dans la bor-
dure en brosse et plus particulierement dans les espaces inter-
microvillaires. Les ligands fixés par la cubiline sont internalisés
dans les puits a clathrine (PCI) qui se séparent de la membrane
pour former des vésicules recouvertes de clathrine (VCI). Ce pro-
cessus implique trés probablement I"association de la cubiline a
un co-récepteur tel que la mégaline qui porte des signaux d’in-
ternalisation caractéristiques de la famille du LDLR (low density
lipoprotein receptor). Les VCl se transforment en endosomes (€)
de taille variable dans lesquels commence, sous I'effet du pH
acide, la dissociation ligand/récepteur. Les tubules apicaux

denses (TAD) assurent le recyclage de la cubiline et de la méga-

Mitochondrie line. Il est possible que le recyclage ne soit pas exhaustif dans la

mesure ol elles peuvent étre décelées dans la matrice lysoso-

~ &

PreLys i male. Les ligands sont transférés vers les prélysosomes (Prelys),
\/ puis les lysosomes (LYS) ol ils sont dégradés. Lorsque le ligand
4 ' Vitamine D de la cubiline est lui-méme un complexe entre une protéine de
* liaison et un ligand (exemple: DBP ou vitamin D-binding protein
i et vitamine D, transferrine et fer) symbolisé ici en bleu et rouge,
»‘% ° DBP I’ensemble du complexe est internalisé et acheminé vers les
Lys 22 lysosomes qui dégradent la protéine de liaison et liberent le
- i m* \ ¢ ligand. Les mécanismes qui permettent la sortie des ligands des
» &P Fe 2 lysosomes sont trés mal connus et probablement variables en
Nramp 2 ? ¥ fonction du ligand. Le systeme vésiculaire potentiellement
impliqué n’est pas clairement identifié. Les transporteurs du fer
i i (Nramp? ou natural resistance-associated macrophage protein
Hephaestine ? 2 et Hephaestine ?) sont présents dans la paroi des lysosomes et
au péle basolatéral des cellules tubulaires.
M/S n® 3, vol. 19, mars 2003 341
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dégradée [13]. Le mécanisme d’endocytose des lipides
par la cubiline, distinct de 'internalisation sélective du
cholestérol par le scavenger receptor B [, se rapproche
donc du mécanisme décrit par Brown et Goldstein pour
les LDL (low densitiy lipoprotein). L'importance physio-
logique de cette propriété n’est pas entiérement éluci-
dée. La cubiline intervient dans la réabsorption de
I’apoA-1 par le TCP. A I’état normal, 'apoA-1 est filtrée,
réabsorbée puis dégradée dans les cellules du TCP, et
n’est pas décelable dans I'urine. Il est possible que la
cubiline intervienne de maniere plus générale dans le
métabolisme des HDL.

Conclusions et perspectives

Les données brievement présentées dans cet article
montrent que la cubiline, en association avec la méga-
line, joue unréle important dans I’absorption intestinale
de la vitamine B12, la réabsorption des protéines par les
cellules épithéliales du TCP, les échanges meére-feetus et,
de maniere plus générale, dans le développement
embryonnaire. Ces observations ouvrent des perspec-
tives physiopathologiques intéressantes dans plusieurs
domaines. L’élucidation du role de la cubiline au cours
du développement constitue une voie d’investigation

particulierement passionnante puisque la majorité des
malformations feetales en pathologie humaine sont
d’origine inconnue. Par ailleurs, I'identification du
couple cubiline/mégaline permet d’envisager le déve-
loppement rationnel d’agents susceptibles de limiter la
réabsorption des protéines ou de toxiques (aminoglyco-
sides, par exemple) et donc de limiter les conséquences
néfastes qui peuvent en résulter, telles que la fibrose
rénale ou la toxicité tubulaire proximale. Cette approche
passe par une dissection fonctionnelle approfondie de la
cubiline, permettant d’identifier les sites de liaison, les
mécanismes d’internalisation et le trafic du récepteur. ¢

SUMMARY

Physiopathology of cubilin and

its interactions with megalin

Epithelia which line the renal proximal convoluted
tubule, the visceral layer of the yolk sac and the ileum
have the ability to internalize a variety of substances
which not only serve as nutrients, but may also be trans-
ported from one compartment to another. Cubilin, a
multiligand receptor, in association with megalin, also a
multiligand receptor, appears to be important under
both normal and pathological conditions. ¢
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Figure 4. Place de la cubiline dans la fonction du sac vitellin. La cubiline est exprimée au pole apical des cellules épithéliales qui bordent le feuillet

viscéral du sac vitellin dés J4-J5. Entre J8 et J11, le feuillet viscéral (en bleu) du sac vitellin constitue la seule interface fonctionnelle entre la meére

et le feetus, jusqu’a la mise en place du placenta allantoidien (All.). CEE: ccelome extra-embryonnaire; CA(p) : cavité amniotique (primitive). Chez

les rongeurs, les HDL (high density lipoprotein) (cercle rouge entourant un point bleu) sont internalisées au pdle apical des cellules vitellines par

I’intermédiaire du complexe cubiline/mégaline. Uapolipoprotéine Al est dégradée, tandis que le cholestérol (point bleu) est reconditionné dans de

nouvelles particules lipoprotéiques formées a partir d’apolipoprotéines Al et B synthétisées par les cellules vitellines.
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