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Sommaire

Le lymphome T non hodgkinien (LNH) est une néoplasie provenant de la conversion maligne des
lymphocytes T. Contrairement au lymphome hodgkinien, le lymphome T non hodgkinien est
souvent disséminé dans I’organisme, difficilement traitable et plus agressif. Ce type de cancer
produit des métastases, principalement dans les organes comme le foie, la rate et les reins. Des
études antérieures effectuées au laboratoire ont démontré que le taux d’expression de la MMP-9,
une métalloprotéase de la matrice, était en corrélation directe avec I’agressivité du lymphome T
non hodgkinien. De plus, I’expression normalement inductible de cette protéase devient
constitutive dans les lignées de lymphomes T agressifs. Dans la littérature, la MMP-9 est associée
a une multitude de processus néoplasiques (intravasation, progression, angiogénése,
dissémination, etc.) et ce, dans plusieurs types de cancers différents. D’ailleurs, beaucoup
d’efforts ont été déployés ces derniéres années dans la production d’inhibiteurs spécifiques a

MMP-9 pour lutter contre le cancer.

L’activité enzymatique de la MMP-9 produit la libération du VEGF et de plusieurs fragments
bioactifs lors de la dégradation de la matrice extracellulaire (MEC), ce qui augmente
I’angiogénese dans le tissu. De plus, elle est impliquée dans la diapédése des leucocytes a travers
les endothéliums vasculaires et permet donc leur entrée dans les différents tissus de 1’organisme.
La MMP-9 est donc associée 4 la néo-angiogénése, phénoméne indispensable a la croissance
tumorale, et a la dissémination des cellules circulantes dans I’organisme. A partir de ces
conclusions, le but premier de notre étude était de déterminer le réle de MMP-9 dans la
progression et la dissémination du lymphome T non hodgkinien, en plus de déterminer le
réle respectif des cellules tumorales et stromales dans I’expression de la MMP-9 dans

Pespace péritumoral.

Pour réaliser ce projet, nous avons utilisé des souris déficientes pour MMP-9 4 partir desquelles
des lymphomes T déficients en MMP-9 furent générés. A 1’aide dé ce modele murin in vivo, il a
été possible d’injecter des lymphomes T, avec ou sans MMP-9, dans les souris exprimant ou non
la MMP-9. 11 a ainsi été possible d’observer ’effet de I’absence, partielle ou totale, de la MMP-9

sur la croissance et la dissémination du lymphome T. Deux lignées de lymphome T déficients en



MMP-9 (KOM9-2325 et KOM9-2333) furent utilisées et donnérent des résultats similaires. Nos
résultats montrent que 1’absence partielle de MMP-9 (dans le lymphome ou dans la souris) n’a
pas d’effets marqués sur la progression ou la dissémination du lymphome dans I’organisme. De
fagon plus importante, nous avons constaté que le lymphome se développe de fagon comparable
en conditions normales et en absence totale d¢ MMP-9, démontrant que la MMP-9 n’est pas

essentielle a la progression et la dissémination du lymphome T in vivo.
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Introduction

Le lymphome est un cancer du systéme lymphatique provenant des lymphoéytes B et T Les
lymphomes T peuvent étre séparés en deux grandes catégories : les lymphomes hodgkiniens et
non hodgkiniens. Le laboratoire du Dr. St-Pierre, ou j’ai effectué mes études de maitrise,
s’intéresse principalement aux lymphomes T non hodgkiniens, qui représentent la majorité des

cas diagnostiqués et sont plus difficilement traitables.

Des recherches antérieures dans notre laboratoire avaient montré que les lymphomes agressifs
exprimaient la MMP-9 de fagon constitutive plutét que de fagon inductible. Par contre, bien que
’expression inhabituelle de la MMP-9 ait été observée, son rdle dans cette agressivité ne fut pas
démontré. Mon projet de maitrise visait donc principalement a définir le role de la MMP-9 dans
la progression et la dissémination du lymphome T non hodgkinien. Ce projet a été rendu possible
grace a deux outils essentiels : les souris déficientes en MMP-9 et les lignées de lymphome T
déficientes en MMP-9. En utilisant un modéle murin syngénique, nous avons voulu étudier le
r6le de la MMP-9 en comparant la progression et la dissémination du lymphome T non
hodgkinien dans différentes conditions d’expression de la MMP-9 : expression normale,
expression par la souris seulement, expression par le lymphome T seulement et en absence totale
de MMP-9. Quatre lignées différentes de lymphome T non-hodgkiniens ont été utilisées lors de
mes expériences : une lignée non agressive, une lignée agressive et deux lignées déficientes en
MMP-9.

Ce mémoire de maitrise présente d’abord une revue de littérature retragant les grands concepts et
les connaissances actuelles liés 4 ce projet: le cancer et les lymphomes, les MMP dans
’organisme, les roles et les inhibiteurs de la MMP-9, 1’environnement péritumoral et le rdle de
I’inflammation dans la néoplasie. Il contient ensuite I’article publié grace aux résultats obtenus et,

finalement, une discussion sur les principales conclusions tirées de ces recherches.
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Section 1 : Le cancer

1.1 Définition du cancer

Le cancer émerge a la base d’une cellule somatique portant une ou plusieurs mutations lui
conférant un avantage sélectif de prolifération. Au fil des générations cellulaires, il y a sélection
des phénotypes aux altérations génétiques et épigénétiques les plus avantageuses. Cette
accumulation d’altérations génétiques et épigénétiques au sein de la cellule méne a I’émergence
de cellules dites cancéreuses qui se développent pour former une tumeur puis dans certains cas,
des métastases (Ponder, 2001). Comme la pression sélective exercée par I’organisme sur les
cellules tumorales permet principalement la survie des phénotypes les plus agressifs, les cellules
formant les métastases sont souvent plus agressives que celles de la tumeur primaire (Nguyen et
Massagué, 2007)

1.2 Principaux processus d’oncogénése

1.2.1 Pression sélective et sélection clonale

Durant la croissance tumorale, les cellules doivent s’adapter 4 des pressions environnementales
croissantes et changeantes comme 1’ « immunoediting » (pression exercée par le systéme
immunitaire), la diminution de la tension d’oxygéne dans le tissu (hypoxie) et I’acidification du
milieu. Ces mécanismes exercent une pression sélective sur les cellules tumorales et accélérent
du méme coup la sélection clonale des phénotypes possédant les altérations génétiques favorables
(Nguyen et Massagué, 2007). Le niveau initial de mutations des cellules cancéreuses est donc
amplifié par une accumulation importante de mutations au cours du développement de la
maladie. Cette accumulation méne éventuellement a ’émergence de clones malins et agressifs
possédant des avantages, en ce qui a trait a la survie et la prolifération, par rapport a leur

contrepartie normale (Lengauer ef al., 1998).



1.2.2 Instabilité génétique

Par définition, Dinstabilité génétique n’est pas caractérisée par la présence de mutations ou
d’altérations génétiques, mais plutét la fréquence & laquelle ces derniéres se produisent dans le
génome cellulaire (Feinberg et Coffe, 1982). L’instabilité génétique existerait 3 deux niveaux
distincts dans la cellule cancéreuse. Dans certains cas, plus rares, elle serait présente au niveau
nucléotidique et serait le résultat de substitutions, délétions ou insertions de nucléotides dans
ADN. Le taux de mutations dans une cellule est souvent augmenté par des anomalies des
mécanismes de réparation de 1’ADN, menant a I’instabilité des microsatellites (Karran et al.,
2003). Par contre, dans la vaste majorité des tumeurs, I’instabilité génétique serait plutdt présente
au niveau chromosomique. En effet, la plupart des tumeurs présenteraient des pertes ou des gains
de chromosomes entiers ou, du moins, de parties importantes de ces derniers (Lengauer et al.,
1998).

1.2.3 Blessure et inflammation chronique

La guérison tissulaire et I'inflammation chronique sont depuis quelques années associées au
développement du cancer. Les cellules inflammatoires de ’héte, via les cytokines, les facteurs de
croissance, les chimiokines et les protéases qu’elles libérent, peuvent agir et promouvoir la
tumorigénése par l’activation paracrine des cellules du tissu (Coussens et Werb, 2002).
L’inflammation chronique dans le tissu favorise ainsi de fagon importante la mitogénése et la

mutagénése des cellules (Ames et Gold, 1990).
1.2.4 Initiation et promotion

En 1941, Peyton Rous fut le premier a reconnaitre que le cancer se développait a partir « d’états
neoplasiques latents » induits par des mutations, des agents carcinogénes chimiques ou viraux,
créant des changements somatiques au niveau de I’ADN de la cellule (Rous et Kidd, 1941). Cet
¢tat, aujourd’hui appelé initiation, peut rester latent de fagon indéterminée, jusqu’a ce que la

cellule subisse une seconde stimulation : la promotion. La promotion peut se produire :



1) au contact d’irritants chimiques

2) lors de la libération de facteurs de croissance ou d’hormones
3) lors d’ablations chirurgicales (stress tissulaire)

4) aux sites d’irritation ou d’inflammation chroniques

(Coussens et Werb, 2002)

D’autres études montrent que I’initiation peut également découler d’infections. En fait, environ
15% des néoplasies seraient diies aux infections (Kuper et al., 2000). Selon cette hypotheése, les
infections persistantes induiraient une inflammation chronique des tissus, favorisant I’infiltration
des leucocytes et autres cellules phagocytaires. Ces cellules seraient responsables des dommages
a PADN des cellules proliférantes a la suite de la libération de dérivés oxygénés et azotés
produits pour contrer I’infection. Ces dérivés réagissent pour former du peroxynitrite, un agent
mutagéne (Maeda et Akaike, 1998). Ces dommages peuvent se traduire par des mutations
ponctuelles, des délétions et méme des réarrangements chromosomiques. Par exemple, des
mutations de p53, un géne suppresseur de tumeur, sont décelées & des fréquences semblables
dans les tumeurs et les maladies inflammatoires chroniques telles I’arthrite rhumatoide et
certaines maladies entériques (Yamanishi et al.,, 2002). Une autre preuve du lien existant entre
infection et cancer : I’infection & Helicobacter pylori qui induit une inflammation chronique est la

cause principale des cancers gastriques & travers le monde (Ernst et Gold, 2000).
1.2.5 Immortalisation et transformation cellulaire

L’immortalisation signifie qu’une cellule acquiert une capacité de prolifération illimitée. Cette
capacité est observable chez les lignées cellulaires (Lodish et al., 2000). La transformation, quant
a elle, implique une multitude de modifications phénotypiques, comportementales et
prolifératives. Elle peut étre induite chez la cellule par la mise en présence d’agents transformants
comme des agents chimiques, des radiations, certains virus transformants ou tout autre agent
mutagéne. Elle est le résultat de I’expression anormale d’un ou de plusieurs génes dit « génes du
cancer », qui sont regroupés en trois classes selon leurs fonctions au sein de la cellule (voir
section 1.3) (Michor et al., 2004).



1.3 Génes du cancer

Au plan génétique, plus de 350 genes seraient impliqués dans le développement du cancer
(Futreal et al., 2004). 11 est possible de regrouper ces génes en trois grandes catégories, appelées
cerbéres (Gatekeepers), aides-soignants (Caretakers) et paysagistes (Landscapers), selon leur
role dans la biologie de la cellule (Michor et al., 2004). Ainsi, les cancers provenant d’un méme
type cellulaire & la base, mais contenant des combinaisons différentes de mutations, se
développeront souvent de fagons différentes dans ’organisme, d’ou la complexité & traiter

efficacement le cancer (Liotta et Pericoin, 2000).

Les geénes cerbéres dits « Gatekeepers » régulent directement la croissance et la différenciation
cellulaire. Ils comprennent les oncogénes et les génes suppresseurs de tumeur associés aux gains
et pertes de fonction (Kinzley et Vogelstein, 1997). Il y a « gain de fonction » lorsqu’une
mutation, translocation chromosomique ou tout changement génétique ou épigénétique active de
fagon inappropriée I’expression d’un proto-oncogéne et induit ainsi un phénotype néoplasique
(Bishop, 1981). La perte de fonction, quant a elle, découle plutét de la diminution, voir de
I’inhibition de ’expression d’un géne dit suppresseur de tumeur (Ponder, 2001). Les génes aides-
soignants, dits « Caretakers », sont impliqués dans la tumorigénése de fagon indirecte, leurs
fonctions étant reliées au maintien de I’intégrité du génome, comme dans les mécanismes de
réparation de I’ ADN. Une mutation de I’un de ces génes peut mener 4 I’instabilité génomique de
la cellule et donc & I’accumulation rapide de mutations dans le génome (Rajagopalan et al., 2003)
(Sieber et al., 2003). Quant aux génes paysagistes, appelés « Landscapers » ils sont impliqués
dans les interactions de la cellule avec I’environnement péricellulaire. De fagon générale, un
débalancement dans ces génes n’affecte pas directement la croissance cellulaire, mais génére un
environnement stromal qui contribue & la transformation néoplasique de la cellule (Bissell et
Radisky, 2001). L’altération d’un seul géne du cancer est rarement suffisante pour induire le
phénotype oncogénique chez la cellule. En général, la cellule doit successivement acquérir, via la
sélection clonale, plusieurs traits afin d’obtenir la tumorigénicité nécessaire a la formation de
tumeurs. Hanahan et Weinberg décrivent que pour devenir tumorigénique, une cellule doit
minimalement posséder des mutations permettant : 1) ’autosuffisance en facteurs de croissance,

2) I'insensibilité aux signaux d’arrét de croissance, 3) I’inhibition des mécanismes apoptotiques,



4) un potentiel illimité de prolifération, 5) un potentiel angiogénique continu, et 6) un pouvoir

invasif et métastatique (Hanahan et Weinberg, 2000).
1.4 Modifications génétiques

1.4.1 Mutations et translocations chromosomiques

Les mutations somatiques se produisent dans toutes les cellules en division, tant normales que
néoplasiques. Il existe deux classes distinctes de mutations dans les cellules néoplasiques : 1) les
mutations dites promotrices, qui se retrouvent dans les « génes du cancer » et qui conférent un
avantage selectif a la cellule en étant directement impliquées dans 1’acquisition du phénotype
néoplasique, et 2) les mutations dites passives, qui ne conférent pas d’avantage durant la
sélection clonale et ne sont pas impliquées directement dans le développement tumoral
(Greenman et al., 2007). Pour ce qui est des translocations chromosomiques, il en existe
également deux principaux types : le type complexe, dont le patron de translocation différe pour
chaque tumeur d’un méme type histologique et le type simple, caractérisé par des réarrangements
précis et spécifiques & certaines maladies néoplasiques (Johansson ef al., 1996). Ce deuxiéme
type de translocation chromosomique est abondamment retrouvé dans les leucémies, les
lymphomes et certains sous-types de carcinomes (LeBeau et Rowley, 1986). Du point de vue
organisationnel, les mutations ponctuelles et les réarrangements chromosomiques provoquent des
modifications dans les régions promotrices et/ou dans les séquences protéiques exprimées, ce qui
induit des changements importants dans 1’expression, I’induction ou la suppression de génes lors
d’événements cellulaires répondants a des contextes particuliers, soit des gains et pertes de

fonctions (Roix et al., 2003).
1.4.2 Modifications épigénétiques

La régulation épigénétique est aussi impliquée dans la tumorigénése de fagon active. Ainsi, la
méthylation des ilots CpG dans les régions promotrices de géne suppresseurs de tumeur tels que
VHL, MLHI1 et p16 (CDKN4/p16™%*4) chez les cellules somatiques augmente leur potentiel

néoplasique (Baylin et Herman, 2000). Dans le méme ordre d’idée, la déméthylation excessive



des oncogénes peut aussi entrainer un changement phénotypique. Les mécanismes qui dictent si
le gain ou la perte de fonction d’un géne s’effectue par des mécanismes mutationnels
(génétiques) ou épigénétiques sont encore mal connus. Par exemple, la perte de fonction de la
protéine p16 (cyclin-dependant kinase inhibitor) peut se produire par délétion, mutation ou hyper-
méthylation du promoteur, mais la fréquence de chacun de ces mécanismes varie selon le type de

tumeur observé (Baylin et Herman, 2000).

1.5 Métastasie

Un modele évolutioniste proposé dans les années 70 par Fidler et Kripke., affirmait que la
métastasie était un événement résultant de la sélection de quelques rares clones émergeant d’une
population génétiquement hétérogéne et instable de cellules dans la tumeur primaire. Ces clones
étaient prédestinés & métastasier dans certains organes spécifiques en vertu des mutations pro-
métastatiques aléatoires subies lors des pressions sélectives antérieures (Fidler et Kripke, 1977).
La métastasie peut ainsi étre comparée a un processus évolutif dynamique prenant place au sein
méme de I’organisme. En effet, de fagon semblable a la sélection naturelle exercée sur les
populations, I’instabilité génomique des cellules cancéreuses produit une variabilité génomique
des populations cellulaires, desquelles émergeront les clones métastatiques (Cresbi et Summers,
2005). Les métastases sont responsables d’environ 90% des décés liés aux tumeurs solides et
possédent des taux étonnants de diversité dans leurs manifestations cliniques. Comme pour les
geénes pro-tumorigéniques, 1’activation de génes pro-métastatiques peut avoir lieu de fagon
génétique (mutation, délétion, réarrangements chtomosomiques, etc.) ou épigénétique
(modification des histones, de la chromatine, de la méthylation, dérégulation des facteurs de
transcription ou de la régulation post-transcriptionnelle / post-traductionnelle) (Nguyen et
Massagué, 2007).

Malgré I’acquisition des caractéristiques tumorigéniques chez les cellules des tumeurs primaires,
la grande majorité des cellules cancéreuses meurent en quittant leur tissu d’origine, dii aux divers
stress causés par le déracinement du microenvironnement originel ou encore aux conditions
inhospitaliéres rencontrées dans les tissus des organes distaux (Nguyen et Massagué, 2007). La

métastasie requiert donc ’acquisition préalable d’altérations génétiques par certaines populations



clonales, leurs conférant la capacité de métastasier dans 1’organisme. Nguyen et Massagué. font
état de trois groupes de génes essentiels a ce processus : 1) les génes d’initiation meétastatique, 2)
les génes de progression métastatique, et 3) les génes de virulence métastatique. Les génes
d’initiation métastatique conférent 4 la cellule un avantage sélectif dans la tumeur primaire.
Bien que ces génes n’interviennent pas directement dans la métastasie des cellules cancéreuses,
ils préparent ces derniéres 4 la conversion métastatique. Ils impliquent principalement les
processus de détachement, de mobilité et d’invasion, d’angiogénése et d’intravasation. Les génes
de progression métastatique sont impliqués dans la sélection clonale au sein des tumeurs
primaires, mais vont aussi conférer des avantages lors de la colonisation métastatique ultérieure
d’organes secondaires. Quant aux génes de virulence métastatique, ils conférent un avantage
sélectif dans le tissu secondaire seulement. Ils peuvent participer a la colonisation du tissu
secondaire, mais non au développement de la tumeur d’origine. Les génes de virulence sont
habituellement associés a la hausse du pouvoir métastatique des tumeurs envahissant les organes

secondaires (Nguyen et Massagué, 2007).

1.6 Angiogéneése

L’angiogénése, ou néovascularisation, est le processus biologique par lequel les précurseurs
endothéliaux sont recrutés afin de former de nouveaux vaisseaux sanguins émergeant des
vaisseaux sanguins préexistants (Chantrain et al., 2006). Cette néovascularisation est essentielle a
Pirrigation des tumeurs par le systéme sanguin. Dans le tissu normal, le systéme sanguin est
hautement hiérarchisé et comprend des processus de maturation complexes afin de s’établir de
fagon adéquate. La maturation comprend le recrutement de cellules péri-endothéliales, soit les
péricytes pour les capillaires et les cellules de muscle lisse pour les vaisseaux plus importants
(Folkman et D'Amore, 1996). Par contre, 1’angiogénése prenant place dans la tumeur montre des
lacunes en ce qui a trait a la différenciation et 4 la maturation des vaisseaux (Jain, 2005). Les
vaisseaux sanguins tumoraux sont instables et anormalement perméables. Cette perméabilité
accrue permet I’apport de macromolécules provenant du sang, amplifiant la formation de
vaisseaux sanguins dans la tumeur (Carmeliet, 2003), mais surtout, facilite I’intravasation des

cellules tumorales dans le sang a partir de la tumeur (O'Reilly et al., 1997).



1.7 Apoptose

L’apoptose est la forme de mort cellulaire programmée la plus courante chez les mammiféres.
Elle repose sur I’activation des protéases a cystéine, nommées caspases, pour induire la mort de
la cellule (Salvesen et Dixit, 1997). Ce mode de contrdle de la prolifération est contourné chez les
cellules métastatiques pendant plusieurs processus induisant normalement 1’apoptose comme le
détachement des cellules de la matrice extracellulaire, nommé anoikis, ou la perte du squelette
d’actine, nommé amorphose (Streuli et Gilmore, 1999). L’inhibition de ’apoptose joue un rdle-
clé dans I’intravasation des cellules cancéreuses ainsi que pour leur survie dans le systéme
sanguin et dans le tissu secondaire (Wyckoff et al., 2004). Bien que beaucoup de génes puissent
étres impliqués dans ’inhibition de 1’apoptose, les acteurs principaux de cette inhibition seraient
la mutation les génes de la famille de Bcl-2 (Del Bufalo ef al., 1997) et de p53 (Nikiforov et al.,
1996).

Les diverses néoplasies observées chez I’humain sont donc toutes imputables aux différents
processus tumorigéniques et métastatiques expliqués ci-haut. Cependant, bien que les processus
cellulaires/tissulaires menant au développement du cancer soient semblables pour I’ensemble des
cancers (Hanahan et Weinberg, 2000), chaque type de néoplasie comporte ses particularités,

selon le type cellulaire d’origine (Michor et al., 2004).

2e¢ partie : Le lymphome T non hodgkinien

2.1 Définition de la leucémie et du lymphome

Le lymphome représente la contrepartie maligne des cellules lymphoides (Iymphocytes B et T) et
compterait pour 6% a 10% de I’ensemble des néoplasies (Fisher et Fisher, 2004). L’apparition du
lymphome peut étre attribuable & plusieurs causes distinctes, soit les processus de recombinaisons
somatiques des segments V(D)J (Schatz, 2004) régissant la maturation des immunoglobulines et
du TCR, les hypermutations somatiques (Pasqualucci et al., 2001) et la commutation isotypique

(Papavasiliou et Schatz, 2002). En effet, ces processus de maturation des lymphocytes B et T sont
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des causes majeures de translocations chromosomiques responsables de I’acquisition des
caracteres néoplasiques du lymphome (Rowley, 2001). L’infection par certains virus spécifiques,
comme 'HTLV (Human T-cell Lymphotropic Virus) et 'EBV (Epstein Barr Virus) (Riidiger er
al., 2002) ainsi que la mutation de certains génes clés comme p53 dans la cellule peuvent aussi

provoquer |’apparition du lymphome (Sakata et al., 2004).

2.2 Le lymphome T non hodgkinien

Le lymphome T non hodgkinien (LNH) se présente habituellement dans les biopsies comme une
maladie extranodale accompagnée de nécrose/apoptose (Rizvi ef al., 2004a). Il représente environ
12% de P’ensemble des lymphomes et sa fréquence varie de fagon importante dans le monde
(International Lymphoma Study Group, 1997). Alors qu’il n’est que de 1,5% a Vancouver, il
atteint 18,3% a Hong Kong. Cette variation est principalement due a I’exposition des
communautés asiatiques a certains facteurs pathogéniques comme le HTLV-1 et I’EBV (Riidiger
et al., 2002). Contrairement au lymphomes hodgkiniens (LH) qui sont caractérisés par les cellules
de Reed-Sternberg (RS) ainsi que par un développement peu agressif et localisé (Brown et
Nazmi, 2002), les lymphomes non hodgkiniens sont plus agressifs et diffus dans I’organisme
(Rizvi et al., 2004a). Environ 286 000 cas de LNH sont diagnostiqués chaque année dans le
monde et environ 161 000 personnes en meurent, soit un peu plus d’une personne sur deux

(Statistiques du centre de recherche international sur le cancer (CRIC) pour 2000 :

www.lymphomacoalition.org).

2.2.1 Classification des lymphomes non hodgkiniens .

En 1994, la « Revised European-American Classification of Lymphoid Neoplasms » (REAL) fut
créée par un groupe d’hématopathologistes a partir des classifications préexistantes de Kiel
(Lennert ef al., 1975), Lukes-Collins (Lukes et Collins, 1974) et de la « Working formulation »
(National Cancer Institute Study of classifications of non-Hodgkin's lymphomas, 1982) afin de
définir un systéme unifié de classification et de diagnostic des lymphomes non hodgkiniens basé
sur les caractéristiques morphologiques, immunologiques et génétiques (Harris et al., 1994). La

classifcation WHO/EORTC (World Health Organization/European Organization for Research
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and Treatment of Cancer, voir tableau I) est aujourd’hui utilisée pour classifier les lymphomes
non hodgkiniens (Burg, 2005). Cette classification se base principalement sur des informations
histologiques, cliniques, cytogénétiques, immunophénotypiques et génétiques dans ses profils de

classification.

Tableau 1
Classification WHO/EQRTC des lymphomes T

Classes Types
Leucémique/ Leucémie/lymphome de cellules T matures*
disséminé

Lymphome T périphérique, non spécifi¢

Lymphome T angioimmunoblastique

Nodal

Lymphome anaplasique a larges cellules/cellules anergiques, systémique primaire

Lymphome T sous-cutanées a panniculites **
Lymphome Ty sous-cutané **

Extranodal Lymphome Ty8 hépato-splénique

Lymphome NK / T extranodal, type nasal ***

* : Requiert la présence du HTLV
** : Présence de EBV chez la plupart de patients atteints
*¥* . EBV joue un réle dans I’oncogénése

Adapté de Rizvi et al., 2004

2.2.2 Grades et agressivité des lymphomes T non hodgkiniens

La classification clinique en grades histologiques divise les lymphomes en grades lent,
intermediaire et élevé, selon 1’observation des tissus atteints. Le grade lent représente les
lymphomes a faible progression alors que les grades intermédiaire et élevé sont associés a des
lymphomes a4 moyenne et forte progression néoplasique et sont considérés comme agressifs
(Prosper et al., 1994). Cette classification est sujette a controverse car elle repose en grande partie
sur ’expertise visuelle subjective du clinicien catégorisant les échantillons et peut donc varier de

fagon importante selon les différents cliniciens/groupes d’étude qui ’utilisent (Halaas er al.,
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2003). La classification WHO/REAL détermine plutdt trois grades histologiques basés sur le
nombre de cellules présentes par champ microscopique de fort grossissement (400X). Le Grade
1 (moins de S centroblastes / champ), le grade 2, (entre 6 et 15 centroblastes / champ) et le grade
3 (plus de 15 centroblastes / champ) (Zhang et al. 2007) (www.lymphomation.org/grade.htm).

2.2.3 Diagnostic du lymphome T non hodgkinien

Le lymphome apparait souvent a la base comme une inflammation de un ou plusieurs ganglions
lymphatiques, condition appelée lymphoadénopathie (www.lymphomation.org). Plusieurs
facteurs tels 1’age, le stade de développement, les niveaux sériques de déshydrogénase lactique et
les sites de développement extranodaux affectent la réponse aux traitements et la survie des
patients atteints de LNH (Shipp et al, 1993). La méthode d’analyse multiparamétrique de
cytométrie en flux et la caractérisation immunohistochimique, permettant 1’analyse de la
morphologie et des chaines y et B du TCR, sont deux méthodes de choix dans la détection et la
classification des LNH et sont souvent utilisées en paralléle par les laboratoires d’analyses
(Kaleem, 2006). L’analyse des antigénes CD1, CD2, CD4, CD5, CD7, CD8 et principalement
CD3 par cytométrie en flux est aussi communément utilisée dans la détection de motifs
d’expression spécifiques & certains LNH pour leur classification (Last et al., 2005). L’absence ou
la présence de certains antigénes spécifiques peut aussi donner des informations importantes
quant au pronostic de 1’évolution de la maladie (Thornton ef al., 2004). L’ utilisation de biopuces
a ADN (microarrays) pour dresser le profil d’expression génique (Gene Expression Profiling) des
populations lymphocytaires s’est également révélée un outil important dans le diagnostic, le
pronostic et la gradation des LNH au cours des derniéres années (Glas et al., 2005). L’analyse de
I"expression de génes liés aux LNH peut aussi s’effectuer par les techniques de RT-PCR/PCR
qui, par utilisation d’amorces spécifiques, permettent de détecter de fagon rapide et précise les
ARNm de fusion de translocations chromosomiques spécifiques & certains types précis de
lymphome (Dey, 2006).
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2.3 Molécules d’adhésion cellulaire, tropisme et dissémination des lymphomes

Etant donné la similitude entre le répertoire des molécules de surface des lymphocytes normaux
et des lymphomes, il a été proposé que les LNH puissent utiliser des mécanismes de
dissémination similaires & ceux des lymphocytes normaux lors de leur dissémination aux sites
inflammatoires. Les interactions des lymphocytes circulants avec les endothéliums vasculaires
forment un des points centraux de régulation du systéme immunitaire, contrdlant ’accés de sous-
types spécialisés de lymphocytes dans les divers tissus et influengant la nature des réponses
immunitaires et inflammatoires locales (Drillenburg et Pals, 2000). Au niveau moléculaire, ces
interactions sont régies via des récepteurs et des ligands & la surface du lymphocyte et des
cellules endothéliales ainsi que par les chimiokines présentes dans le milieu au méme moment
(Salmi et Jalkanen, 1997). La double spécialisation des lymphocytes et des cellules endothéliales
en ce qui a trait & la composition spécifique des récepteurs d’adhésion et des ligands exprimés par
chaque sous-type cellulaire, donne aux lymphocytes un tropisme sélectif dans les tissus de
organisme (Drillenburg et Pals, 2000). Il a été démontré depuis plusieurs années que les
interactions récepteurs d’adhésion-ligands régulaient ¢galement I’organisation du cytosquelette,
le cycle cellulaire et la survie cellulaire des populations lymphocytaires (Ruoslahti et Reed,
1994). Dans le flux sanguin, les leucocytes circulants sont confrontés a des forces importantes. La
coordination de la capture, de I’arrét et de 1’extravasation de ces cellules hors du flux sanguin
repose sur plusieurs classes de molécules : les sélectines, la superfamille des immunoglobulines,
les intégrines et les chimiokines (Alon et Dustin, 2007). La régulation de ces classes de molécules
d’adhésion permet ainsi la mise en place de réponses immunitaires adéquates et ciblées
(Worthylake et Burridge, 2001).

Les sélectines sont les principales initiatrices de 1’arrét des leucocytes circulants sur les
endothéliums vasculaires (McEver, 2002). Cette famille se compose principalement de trois
molécules classées selon la localisation de leur expression lors de leur découverte (L pour
lymphocyte, E pour endothelium et P pour plaquette) (Springer, 1994). 1l est connu aujourd’hui
que la P-sélectine est aussi exprimée sur les cellules endothéliales et que la L-sélectine est
présente sur la majorité des leucocytes circulants et non uniquement sur les lymphocytes

(Ehrhardt er al., 2003). Lors de la liaison avec leurs ligands, les sélectines sont principalement
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impliquées dans les processus de capture (tethering) et de roulement (rolling) des lymphocytes
sur ’endothélium vasculaire. La L-sélectine est le récepteur principal de la capture leucocytaire
dans les tissus lymphoides secondaires et aux sites périphériques de blessure et d’inflammation
(Rosen, 2004).

Les chimiokines regroupent un ensemble de protéines solubles classées selon la conformation de
leurs résidus cystéines a 1’extrémité amino-terminale (Rossi et Zlotnik, 2000). L’activation in situ
des intégrines présentes sur les leucocytes lors du roulement est rapidement induite par la liaison
des chimiokines aux récepteurs couplés aux protéines G (GPCRs) (Campbell et al., 1998). Les
chimiokines sont exprimées de fagon spécifique selon le site et activent certains sous-types précis
de lymphocytes (Campbell et al., 1999). Par exemple, les chimiokines CCL21 et CXCL12
exprimées par les cellules endothéliales induisent, via des signaux « inside-out » et « outside-in »,
activation de LFA-1 chez les lymphocytes T et ainsi 1’adhésion ferme a I’endothélium

vasculaire (Shamri et al., 2005).

Finalement, les intégrines jouent des roles importants dans 1’adhésion ferme et extravasation
des leucocytes ainsi que dans leurs interactions avec la matrice extracellulaire (Alon et Dustin,
2007). Elles sont exprimées sous conformation latente, ¢’est-a-dire compactes et repliées sur
elles-mémes, et requiérent une activation in situ afin d’acquérir la capacité de liaison de haute
affinité pour leurs ligands spécifiques (Takagi ef al., 2001). La force de liaison des intégrines 4 la
surface des leucocytes est augmentée par des signaux de stimulation provenant des cellules
endothéliales et ce, en quelques centitmes de secondes seulement (Beglovia et al., 2002)
(Carman et Springer, 2003). La signalisation d’activation dite « inside-out », confére alors la
conformation allongée et active des intégrines (Nishida et al., 2006). Les intégrines forment des
oligomeéres avant la liaison de fagon & générer une adhésion ferme (Cambi er al., 2006). L’ arrét
du roulement des leucocytes sur I’endothélium vasculaire est régi uniquement par les membres de
la superfamille des intégrines et par leurs ligands de la superfamille des immunoglobulines,
exprimés sur la surface endothéliale (Hynes, 2002). Les intégrines les plus importantes pour
I’adhésion des leucocytes a 1’endothélium vasculaire sont les membres de la sous-famille 2
(CD18), spécialement LFA-1 (CD11a/CD18 ou aif2) et Mac-1 (Myeloid specific integrin) via
leur liaison 8 ICAM-1 (Intercellular adhesion molecule-1) (Yang et al., 2007). LFA-1 contribue a
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’adhésion de plusieurs fagons : elle forme des regroupements, interagit avec les ligands et induit
des changements au niveau du cytosquelette (Alon et Dustin, 2007), ce qui confére aux
lymphocytes T une conformation amoeboide permettant I’extravasation et la mobilité trans-
endothéliales dans différents tissus (Geissmann e al., 2005). Le tropisme lymphocytaire est donc
dicté par la combinaison ponctuelle des sélectines, chimiokines intégrines et molécules dites
« IG-like », telle qu’ICAM-1 (Campbell et al., 1999).

2.4 Molécules d’adhésion et progression tumorale

Les molécules d’adhésion cellulaire participent de facon importante a la dissémination
métastatique des cellules cancéreuses lors de maladies neoplasiques. En effet, il a été proposé que
les interactions entre les cellules cancéreuses circulantes et les endothéliums vasculaires jouent
un rdle primordial dans les processus métastatiques (Weis et al., 2004). Bien que n’étant pas
essentielles a la migration trans-endothéliale des cellules néoplasiques, ces molécules agiraient
principalement en induisant I’activation bi-directionnelle des cellules tumorales et stromales lors -
des stades « post-implantation » dans les tissus secondaires (St-Pierre, 2005). Par exemple,
I’expression de PSGL-1, le ligand de la P-sélectine, par les cellules tumorales est en corrélation
avec leur potentiel métastatique (Rosen, 2004). De la méme fagon, une altération de 1’expression
des motifs sialyl Lewis X et A chez les cellules tumorales, a été associée a la progression
tumorale et la métastasie chez ’humain (Kannagi, 2004). Plusieurs autres processus impliquant
les molécules d’adhésion cellulaire peuvent agir dans la progression néoplasique. Les intégrines
sont essentielles a la progression métastatique pour les signaux de prolifération et de survie
cellulaire qu’elles induisent chez les cellules tumorales (Aoudjit et al., 1998a). Finalement, les
chimiokines, via le recrutement des cellules leucocytaires de I’hote aux sites des tumeurs
primaires et secondaires, induisent un profil d’inflammation chronique dans le tissu, profil connu

pour promouvoir la progression tumorale (voir section 5) (Coussens et Werb, 2002).

Plusieurs études ont montré I’implication des molécules d’adhésion dans les processus
meétastatiques chez les lymphomes (Drillenburg et Pals, 2000). Par exemple, la L-sélectine
contribue a la croissance du lymphome thymique (Bélanger et St-Pierre, 2005) et semble

impliquée dans plusieurs néoplasies lymphocytaires comme les leucémies lymphocytaires
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chroniques de cellules B, les leucémies dites « hair cell » et « mantle zone » ainsi que dans les
leucémies méningiques (Ehrhardt et al., 2003). De plus, les souris déficientes en ICAM-1 sont
résistantes a la dissémination secondaire des néoplasies malignes (Aoudjit et al., 1998b) et les
lymphomes ne possédant pas LFA-1 & leur surface ont un pouvoir métastatique restreint (Soede
et al., 1998). Bien que les études récentes tendent a démontrer que ces molécules n’agissent pas
directement dans les processus d’implantation et de migration, les molécules d’adhésion
Joueraient un rdle dans la métastasie du lymphome principalement en tant qu’inducteurs de
signaux intracellulaires. En effet, des liaisons telles que LFA-1/ICAM-1 serait responsables de
Pactivation de plusieurs génes pro-métastatiques, comme certaines MMP, dans les cellules de

lymphome (Aoudjit ez al., 1998a).

Section 3 : Les métalloprotéases de la matrice (MMP)

3.1 Définition des MMP

La premiére métalloprotéase de la matrice (MMP) fut découverte en 1962, lors de I’étude des
processus régissant la métamorphose de la queue chez la grenouille Xenopus (Gross et Lapiere,
1962) alors que le dernier membre de la famille, la MMP-28 (epilysine), fut découvert seulement
en 2001 (Lohi ez al., 2001). A I’origine, les MMP étaient classées selon leurs principaux substrats
(collagénases, gélatinases, stromélysines, etc). A mesure qu’il devint clair que les MMP
remplissaient des fonctions diverses et complexes au sein de ’organisme, cette classification fut
restructurée selon un systéme numeéroté (MMP-1, -2, -3, etc.), basé sur ’ordre de découverte des
différents membres (Egeblad et Werb Z, 2002). Ce systéme exclut cependant MMP-4, -5 et -6,
qui furent retirés de la liste aprés que des études eurent démontré 1’absence de protéine transcrite
ou des séquences identiques & d’autres MMP (Woessner et Nagase, 2000). La famille des MMP
comprend aujourd’hui 25 membres chez la souris et 24 chez I’humain (Greenlee et al., 2007).
Ces membres sont des endopeptidases dépendantes du zinc qui, lorsque mises ensembles,
peuvent dégrader la quasi totalité des composantes de la matrice extracellulaire (Kossakowska et
al., 2000). Selon la MMP concernée, les conditions et le type cellulaire impliqués, 1’expression

des MMP peut étre constitutive (ex : MMP-2) ou inductible (ex : MMP-9) (Zucker et Vacirca,
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2004). Elles sont principalement produites et libérées par les cellules inflammatoires comme les
macrophages, les neutrophiles, les mastocytes, les cellules dendritiques et les lymphocytes T
(Coussens et al., 2000) (Pollard, 2004). Les MMP jouent des roles dans plusieurs maladies
humaines auto-immunes, inflammatoires, cardiovasculaires et néoplasiques (Yan et Boyd, 2007).
En effet, bon nombre d’études démontrent le lien existant entre les déréglements de I’expression
des MMP et le développement de cancers (Hanahan et Weinberg, 2000) (Egeblad et Werb, 2002)
(Overall et Kleifield, 2006b). Dans le cas des LNH, plusieurs MMP sont exprimées de fagon

importante comparativement aux lymphocytes sains (Kossakowska et al., 1998) (Kossakowska et
al., 1999).

3.2 Structures générales et régulation des MMP

Les différents membres des MMP sont structurellement similaires (voir figure 1). Ils possédent
tous un domaine catalytique dépendant du zinc et un pro-domaine dont le clivage est nécessaire a
Pactivation de I’enzyme (Nagase et Woessner, 1999). Dans la forme inactive, le pro-domaine est
replié sur le domaine catalytique par une liaison entre un résidu cystéine du pro-domaine et
l’atome de zinc du domaine catalytique (Sternlicht et Werb, 2001). Finalement, une région
charniére et un domaine hémopexine & 1’extrémité carboxy-terminale sont responsables de la
spécificité de substrat de chaque MMP (Zucker et Vacirca, 2004). Quelques exceptions existent
cependant a4 ce propos, puisque les MMP-23, -26 et -27 ne contiennent pas les domaines

charniére et hémopexine.

Les MMP sont synthétisées sous forme zymogéne (proMMP) et sont sécrétées dans 1’espace
extracellulaire ou fixées & la membrane par la présence d’un segment transmembranaire, pour
ensuite étre clivées afin de dégrader localement leurs substrats respectifs (Yan et Boyd, 2007). La
plupart des MMP sont ainsi activées a I’extérieur de la cellule par d’autres MMP ou par des
sérine protéases (Brooks ef al., 1996). L’activité catalytique des MMP est régulée par plusieurs
facteurs : I’expression génétique, la distribution dans I’espace (compartimentation), au niveau de
la forme (pro-enzyme vs enzyme actif), selon la disponibilité et 1’affinité des substrats ainsi qu’au
niveau transcriptionnel par les signaux inducteurs extracellulaires (Parks et al., 2004). L’activité

des MMP peut étre contrdlée par des inhibiteurs naturels, tels les TIMP (voir section 3.6.1) ou par
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internalisation et dégradation par la cellule (Woessner et Nagase, 2000). Les niveaux
d’expression des MMP varient selon les tissus et les conditions physiologiques telles
Pinflammation, I’infection ou la tumorigénése prenant place au sein de ces tissus (Parks ef al.,
2004). Les cellules inflammatoires dans le tissu peuvent également régir ’activation/inhibition

des MMP via les molécules réactives qu’elles sécrétent (Fu et al., 2001).

Site de
liaison au
zinc

pro-domaine domaine catalytique hemopexine

Figure 1 : Structure des métalloprotéases de la matrice (MMP). Les différentes MMP possédent une structure
similaire : un pro-domaine qui doit étre clivé lors de I’activation, un site catalytique dépendant du zinc et un domaine
hémopexine agissant sur la spécificité de substrat.

Il existe une redondance importante entre les substrats pouvant étre clivés par les MMP, surtout
pour les molécules de la matrice extracellulaire (Sternlicht et Werb, 2001). Cette redondance est
régulée principalement par Daffinité des MMP pour les différents substrats ainsi que par la
localisation spatiale de chaque MMP. Par exemple, I’affinité pour la gélatine est beaucoup plus
grande pour MMP-2 et MMP-9 (gélatinases) que pour d’autres MMP possédant également un
pouvoir gélatinolytique (Mackay et al., 1990) alors que la séquestration des MMP, incluant
MMP-2, MMP-7, MMP-9 et MMP-14, a la surface cellulaire est responsable de la dégradation

tissulaire/matricielle localisée (Nakahara et al., 1997).

3.3 La matrice extracellulaire

La matrice extracellulaire (MEC) est une structure dynamique en relation directe avec les cellules
du tissu (Mott et Werb, 2004). Les molécules formant la MEC sont hautement conservées dans

’évolution des animaux multicellulaires, spécialement celles engagées dans les interactions
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cellules-matrice (Huxley-Jones et al., 2007). Via plusieurs récepteurs spécifiques a la surface des
cellules, les composantes de la MEC sont d’importants modulateurs des processus de
développement et de maturation des tissus. De plus, les composantes de la MEC participent a la
réponse des tissus face a divers stimuli que regoit I’organisme (Rhodes et Simons, 2007). Au
niveau cellulaire, les interactions cellule-matrice induisent une signalisation importante dans la
différenciation, la migration et la survie cellulaire (Yan et Boyd, 2007). Les fonctions de la MEC
sont diverses : elle sert de support pour I’intégrité tissulaire, de substrat de migration et de ligand
pour les facteurs de croissance, cytokines et chimiokines (Werb, 1997). Bien que la quasi-totalité
des cellules participent & sa formation, les principales cellules sécrétrices des composantes de la
MEC sont les fibroblastes, les ostéoblastes, les cellules des muscles lisses et les cellules
épithéliales (Yurchenko et al., 2004). Deux classes principales de composantes forment la MEC :
les protéines fibreuses (collagénes, laminines et €lastines) et les glycosaminoglycans (GAG)
(Rhodes et Simons, 2007). Les protéines fibreuses participent & I’échafaudage structurel de la
matrice et & I’adhésion cellule-matrice, alors que les GAG, hautement hydratés et de texture
gélatineuse, enrobent les protéines fibreuses et en augmentent la résistance aux forces de

compression tout en laissant filtrer les nutriments du sang aux cellules (Yurchenko et al., 2004).

3.4 Role des gélatinases dans I’organisme

Les gélatinases (soit MMP-2 et MMP-9) participent & un nombre impressionnant de fonctions
normales de I’organisme, principalement dans la formation et le remodelage des tissus. Chez les
souris, I’absence de MMP-9 s’accompagne d’une déficience dans la formation des os longs du
squelette (Vu ef al., 1998). La MMP-9 est également requise dans la réparation des os lors de
fractures puisqu’elle y est fortement exprimée et que les os des souris MMP-9”- guérissent plus
lentement que ceux des souris normales (Colnot ef al., 2003). Chez I’humain, la mutation de
MMP-2 induit la régression osseuse progressive (syndrome ostéolytique), le nanisme et |’arthrite
(Martignetti et al., 2001). La maturation des glandes mammaires et des tissus adjacents chez les
femmes lors de ’adolescence, qui requiert un remodelage important de la matrice extracellulaire
et des membranes basales afin de permettre la morphogenése épithéliale et la vascularisation du

tissu en croissance, implique également ’entrée en jeu de MMP-2 (Wiseman et al., 2003).
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Les gélatinases sont également indispensables 4 la régulation du processus d’inflammation, tant
par des réles pro-inflammatoires qu’anti-inflammatoires (Parks er al., 2004). Une expression
anormale des gélatinases est observée dans la quasi-totalité des maladies associées ou
caractérisées par I’inflammation chronique (Nathan, 2002). Les gélatinases agissent sur plusieurs
cytokines nécessaires & 1’inflammation et aux processus de réparation de 1’organisme, telles que
P’IFN-B (Nelissen ef al., 2003), le EGF (Suzuki ef al., 1997), le FGF (Levi et al., 1996), le VEGF
(Bergers et al, 2000) et le TGF-B1 (Shull er al, 1992). Les MMP-2 et MMP-9 activent
¢également certains précurseurs, comme I’IL-1p, une cytokine pro-inflammatoire (Schonbeck er
al., 1998). Un autre réle pro-inflammatoire des MMP se traduit par I’induction de chimiotactisme
visant le recrutement des cellules inflammatoires dans les tissus (Haro et al, 2000). Les
gélatinases possédent la capacité d’induire des gradients chimiotactiques via le clivage de
chimiokines (CCL7, CCL12, CCL17, CXCLS6 et CXCLS), participant ainsi de fagon essentielle a
la régulation des cellules inflammatoires présentes dans le tissu (Corry et al., 2002) (Overall et
al., 2002). A I'inverse, ces deux MMP peuvent avoir des effets anti-inflammatoires en clivant la
CCL-7,1a CXCL1 et la CXCL4 en facteurs antagonistes, réduisant 1’entrée des leucocytes dans le
tissu (McQuibban e al., 2000) (Van Den Steen et al., 2003).

L’angiogénése est une autre fonction de 1’organisme dépendante des gélatinases. L’absence de
MMP-9 produit un déréglement dans I’angiogénése des tissus osseux, bien que les niveaux de
VEGF et VEGFR soient normaux (Zhou et al., 2000). Lambert et al., ont montré que
I’angiogénése est réduite chez les souris MMP2”", MMP9™" et plus fortement encore dans le cas
des doubles mutants MMP9”/MMP2™", soulignant une redondance dans le pouvoir gélatinase de
MMP-2 et MMP-9 dans I’angiogénése (Lambert ef al., 2003). De plus, I’absence de la MMP-9
diminuerait grandement 1’épaisseur et la densité des couches de cellules périvasculaires
(Chantrain et al., 2004). Le clivage et la libération de VEGF par les gélatinases semblent avoir un
role important dans I’angiogénése (Page-McCaw e al., 2007). La MMP-9 serait principalement
responsable de la libération du VEGF de la matrice en plus de pouvoir aussi cliver le VEGF en
une forme alternative. La forme clivée de VEGF induirait une augmentation du diamétre des
vaisseaux alors que la forme entiére induirait plutét la formation de nouveaux vaisseaux par

bourgeonnement (Lee et al., 2005).
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Bien que les gélatinases soient associées de fagon classique 2 un role pro-angiogénique, certaines
études montrent qu’elles auraient également des roles anti-angiogéniques. En effet, la MMP-2 et
la MMP-9 ont le pouvoir d’hydrolyser le plasminogéne pour former un inhibiteur angiogénique
efficace : I’angiostatine (Dong et al., 1997). Cet inhibiteur freine la migration et la prolifération
des cellules endothéliales ainsi que la formation des tubules vasculaires, inhibant du méme coup
I’angiogénése tumorale. D’autres inhibiteurs de ’angiogénése peuvent étre générés par les
gélatinases & partir du domaine amino-terminal non-collagéne 1 (NC1) de plusieurs types de
chaines a de collagene : I’endostatine (chaine ol du collagéne de type XVIII), la tumstatine
(chaine a3 du collagéne de type IV), I’arrestine (chaine a1 du collagéne de type IV) et la
canstatine (chaine a2 du collagéne de type IV) (Kalluri, 2003) (Nyberg et al., 2005). La MMP-2
et la MMP-9 participent donc 4 la balance angiogénique tant par Pactivation que par I’inhibition

des processus angiogéniques.
3.5 Importance des MMP dans la progression tumorale

La surexpression de plusieurs MMP dans les tumeurs primaires et/ou les métastases est associée a
des processus tumorigéniques aussi variés que la croissance, la différenciation, la résistance a
’apoptose, le pouvoir invasif, la migration, la régulation de I’angiogénése, le pouvoir
métastatique, 1’échappement des cellules cancéreuses a la surveillance immunitaire et de faibles
taux de rémission chez les patients (Egeblad et Werb, 2002). Par exemple, la MMP-1 et la MMP-
2 agissent dans la capacité des cellules humaines du cancer mammaire 3 métastasier de facon
spontanée aux poumons chez les souris immunodéficientes (Minn ef al., 2005). Ensuite, la MMP-
14 (MT1-MMP), un modificateur du microenvironnement tissulaire, est clairement associée a
I’invasion et la croissance tumorale dans les modéles animaux (Hotary et al., 2003) et dans la
progression du cancer chez les patients humains (Zhai ef al., 2005). De la méme fagon, des études
in vitro ont permis de démontrer que les MMP-7, -9, -10 et MMP-15 (MT2-MMP) exergaient
¢galement des roles protecteurs et anti-apoptotiques dans les cellules néoplasiques, aidant leur
progression (Mitsiades et al., 2001) (Meyer et al., 2005). Par ailleurs, il est important de noter
que les MMP engagées dans toutes ces étapes de la néoplasie y exercent des réles souvent
paradoxaux, tant pro-tumorigéniques qu’anti-tumorigéniques, selon la situation observée. Par

exemple, une déficience génétique pour la MMP-8 accroit de fagon importante la susceptibilité
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des souris & développer des cancers de la peau (Balbin et al., 2003) alors qu’une déficience en
MMP-3 augmente les taux de croissance initiaux des tumeurs de la peau (McCawley et al.,
2004). Finalement, la capacité des MMP 2 libérer des facteurs pro-angiogéniques (VEGF, bFGF,
TGF-1, etc.) est contre-balancée par leurs roles dans ’inhibition de I’angiogénése par la

production d’antagonistes (endostatine, tumstatine, arrestine, angiostatine) (voir section 3.4).

Cette participation des différentes MMP aux processus tumoraux est associée tant aux MMP
provenant de la tumeur qu’aux MMP sécrétées par les cellules péritumorales (Mueller et Fusenig,
2004). En effet, les cellules cancéreuses peuvent induire, de fagon paracrine, une expression
altérée de MMP dans les cellules péritumorales par la sécrétion de cytokines et de facteurs de
croissance (Egeblad et Werb, 2002).

3.6 Développement d’inhibiteurs de MMP et essais cliniques

3.6.1 TIMP : Les inhibiteurs naturels des MMP

Appelés « Tissue inhibitors of Metalloproteinases » (ou TIMP), les principaux inhibiteurs
naturels endogénes des MMP comprennent quatre molécules, soit TIMP-1, -2, -3 et -4 (voir
tableau 2), qui inhibent les MMP en se liant 4 leur domaine catalytique (Visse et Nagase, 2003).
Les TIMP différent dans leurs affinités avec les différentes MMP et, selon de récentes études, la
liaison TIMP-MMP ne méne pas toujours & I’inactivation des MMP. Par exemple, la liaison du
TIMP-2 (complexé 8 MMP-14) 3 MMP-2 serait nécessaire 4 son activation (Parks et al., 2004).
De plus, les TIMP peuvent avoir des réles indépendants des MMP dans ’organisme, comme
Iaction de TIMP-3 dans I’inhibition de I’angiogénése (Qi et al., 2003).

Puisque les MMP sont liées a autant de processus néoplasiques différents, des études ont observé
Ieffet de la surexpression des TIMP sur la progression tumorale. La surexpression de TIMP-1
dans les souris inhibe les gélatinases, mais est associée a la tumorigénése du carcinome et
n’empéche pas la progression tumorale ou la métastasie (Rhee ef al., 2004). La surexpression de
TIMP-1 s’est aussi soldée par une augmentation de 50% des tumeurs agressives fibromateuses

(Kong er al., 2004). Pour le TIMP-2, la surexpression dans les cellules cancéreuses peut réduire
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la tumorigénése, mais ne peut inhiber la métastasie, tel que montré dans un modéle de mélanomes

métastatiques (Montgomery ef al., 1994).

Tableau 2
TIMP : les inhibiteurs endogénes des MMP
TIMP Effet antiangiogénique
TIMP-1 Inhibe la migration basale induite par le VEGF des cellules
endothéliales
TIMP-2 Inhibe la prolifération des cellules endothéliales liée au bEGF
TIMP-3 Inhibe la migration et la prolifération des cellules endothéliales
TIMP-4 Inhibe la formation des tubules par les cellules endothéliales dans la
membrane basale

Adapté de Jiang et al., 2002 ; Oh et al., 2004

3.6.2 Inhibiteurs synthétiques des MMP

L’action protéolytique des MMP, spécialement des gélatinases, a été associée a plusieurs
événements menant au développement du cancer et en particulier a la métastasie et ’angiogénése
des tumeurs cancéreuses (Kriiger et al., 2005). Il semblait donc approprié de développer des
inhibiteurs spécifiques aux gélatinases afin de diminuer ou d’inhiber leur action dans la
progression tumorale (Zucker et al., 2000) (voir tableau 3). Malheureusement, les essais cliniques
d’inhibiteurs de MMP effectués au cours des années se sont soldés par une déficience marquée
dans Defficacité thérapeutique ainsi que par des effets secondaires importants encourus lors des

traitements (Coussens et al., 2002).

La faible sélectivité des premiers inhibiteurs pour les différentes MMP serait une cause majeure
des échecs obtenus, puisque la plupart des inhibiteurs testés étaient des chélateurs de zinc et ne
faisaient aucune distinction entre les diverses protéases dépendantes du zinc (Matrisian et al.,
2003) (Pavlaki et Zucker, 2003). D’autres inhibiteurs furent alors congus de fagon a posséder une
haute affinit¢ de liaison pour certaines MMP particuliéres (Hidalgo et Eckhard, 2001).
Malheureusement, méme ces inhibiteurs firent preuve d’un manque important de sélectivité, en
plus d’étre cliniquement peu efficaces et d’induire des effets secondaires importants chez les

patients (Brown et al., 2004) (Hande et al., 2004). Bien que les inhibiteurs synthétiques de
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générations ultérieures produisent des effets intéressants sur I’angiogénése et méme sur la
progression tumorale dans les modéles de recherche, les essais cliniques effectués avec les
inhibiteurs synthétiques (MMPI) dans les thérapies contre le cancer ont donné des résultats

décevants (Overall et Lopez-Otin, 2002).

La conception et I’amélioration d’inhibiteurs sélectifs de MMP dans la lutte contre le cancer se
poursuit toujours aujourd’hui (Brown et al., 2004) (Manello et al., 2005) et il existe maintenant
des inhibiteurs de MMP sélectifs a certaines classes, par exemple pour les gélatinases (Kriiger et
al., 2005), ou méme & certaines MMP particuliéres comme la MMP-2 (Ikejiri et al., 2005). La
phase la plus importante du développement de ces inhibiteurs de MMP est de vérifier in vivo
Pinhibition des MMP visées, ce qui est possible grice au dosage des produits de leur activité

enzymatique (activity-based probe) dans les modéles murins (Saghatelian et al., 2004).

Tableau 3
Exemples d’inhibiteurs de MMP développés

Type Inhibiteurs Inhibe MMP visées Ref
(BHPA) angiogénése MMP-2, MMP-9, | (Maekawa et
Collagéne-peptide tumeur primaire MT1-MMP al., 1999)
hydroxamate-zinc KB-R7785 meétastasie (foie, MMEP-1, -3, -9 (Lozonschi,
poumon) 1999)
Peptidomimétique Batiasia angiogénése -
BB-94
Non peptidique
Conformation 3D AG3340
du site de liaison tanomastat - o (Vihinen et
au zinc Kihéii,
o t[: ::;(c)lgi::: :zn_ Metastat Synthése et N 2002)
g . COL-3 activité des MMP
antimicrobien
Extrait cartilage neovastat Inhibe Iactivité MMP-2, -9, -12,
de requin E-941 de MMP et de 13
VEGFR-2
Angiogéneése via
« sulfhydryl- VEGF et bFGF. | MMP-1,-2,-7,-9 | (Naglich et
based » BMS-275291 Métastases et MTI-MMP | al, 2001)
(poumons)
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Récemment, I’emploi d’un inhibiteur « speécifique » pour le site catalytique de la MMP-9, le SB-
3CT, a produit des résultats intéressants dans un modéle de lymphome murin (L-CI.5s T-cell
lymphoma) (Kriiger ef al., 2005). L’inhibiteur diminue de fagon marquée la métastasie dans les
tissus, sans toutefois empécher le processus complétement. Il faut noter que les résultats obtenus
avec des modéles murins ne garantissent pas I’efficacité du traitement lors des phases cliniques
ultérieures chez ’humain. Il reste donc encore plusieurs étapes a franchir avant ’obtention
d’inhibiteurs de métalloprotéases qui s’avéreront efficaces dans le traitement du cancer chez

’humain sans entrainer des effets secondaires importants.

Section 4 : La MMP-9 en particulier

4.1 Définition de 1a MMP-9

Tel que mentionné précédemment, la MMP-9 fait partic de la classe des gélatinases avec la
MMP-2. Au niveau de leur structure, ces deux MMP sont caractérisées par trois insertions de
domaines d’homologie avec la fibronectine de type II dans leur site catalytique, leur conférant un
pouvoir catalytique particulier pour la gélatine (collagéne dénaturé), les collagénes de type I, II,
IV, V, VII et X, I’élastine, les acides gras, la thrombospondine, la fibronectine et la laminine
(Berton ef al., 2001) (Visse et Nagase, 2003). La MMP-9 exerce des fonctions régulatrices de
I’homéostasie des tissus en libérant des peptides-signaux et des facteurs de croissance lors de la
dégradation de la matrice extracellulaire, mais aussi en activant des cytokines, facteurs de
croissance et chimiokines (McQuibban ef al., 2001) (Hamano et al., 2003) (Schonbeck et al.,
1998). Elle participe également au développement de plusieurs maladies humaines auto-
immunes, inflammatoires et néoplasiques (Coussens et Werb, 2002) (Ram et al., 2006). La
MMP-9 est principalement exprimée par les macrophages, les neutrophiles, les lymphocytes et
autres leucocytes en plus d’étre exprimée de fagon importante par une multitude de cellules
néoplasiques dont les lymphomes hodgkiniens (LH) et non hodgkiniens (LNH) (Nelson er al.,
2000) (Ram et al., 2006).
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Tel que mentionné précédemment, une corrélation existe entre une forte expression de la MMP-9
et I'agressivité des LNH (Kossakowska et al., 2000). Lors du développement des foyers
néoplasiques, la MMP-9, principalement libérée par les cellules stromales péritumorales
(Coussens et al., 2000), favorise la progression tumorale surtout via la libération du VEGF
contenu dans la matrice extracellulaire. En plus, elle intervient dans les processus métastasiques

d’intravasation, d’extravasation et de colonisation des tissus secondaires (Bergers et al., 2000).
4.2 Gene et promoteur de la MMP-9

La MMP-9 est encodée chez 1’humain par le geéne CLG4B (locus 20q11.2-q13.1), situé sur le
chromosome 20, et qui comprend une séquence régulatrice de 2.2 kb, produisant un transcrit de
2,5 kb équivalant & la forme latente de 92 kDa de la protéine (proMMP-9). La séquence
régulatrice du promoteur comprend un éventail particuliérement élevé de sites de liaison pour les
facteurs de transcription, principalement situés dans les 670 p.b. en amont du site d’initiation de
la transcription. Cette séquence inclut des sites AP-1, AP-2, (PEA)3/E-Twenty-six (Ets), NF-xB
et Sp-1 (ST-Pierre et al., 2004) qui sont conservés tant chez ’homme que chez le rat et la souris
(Eberhardt et al., 2000) et qui en font I’'une des MMP aux motifs d’expression et de régulation les
plus complexes (Opdenakker et al., 2001). Au cours des derniéres années, plusieurs études ont

précisé le role de ces différents sites de liaison de facteurs de transcription dans I’expression de la
MMP-9 par la cellule.

Le site AP-1 (7 TGAGTCA 3y peut étre considéré comme un des principaux sites dans
I’induction transcriptionnelle de la MMP-9 par les cytokines et les esters de phorbol, une
mutation de ce site inhibant complétement I’induction de la MMP-9 par le TNFa, un facteur de
régulation tout aussi important (Sato et Seiki, 1993). L’induction maximale de la MMP-9 via
I’AP-1 requiert cependant d’autres facteurs de transcription tels que le SP-1 (% Boite GC *° 8) et
le NF-kB (-600) (ST-Pierre et al., 2004). Le site AP-2 est quant & lui principalement associé a
’expression de la MMP-9 dans les kératinocytes (Kobayashi et al., 2001). Le site NF-xB (-600),
un autre site majeur dans la transcription de la MMP-9, se trouve a proximité d’un site « IFN

enhancer core séquence » (GGAATTCC) normalement retrouvé dans les génes répondant a
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Pinterféron. Cette caractéristique explique que induction de la MMP-9 par le TNFa soit
bloquée par un traitement & I’interféron de type I (IFNa, IFNB) ou de type II (IFNy) dans les
cellules de sarcome EW-7 (Ewing’s sarcoma) et de fibrosarcome humain U3A et 2Ftgh. Ceci est
dd au fait que le NF-xB et |’Interferon Regulatory Factor (IRF)1, exprimé a la suite de
'exposition a I’interféron, compétitionnent pour la liaison au promoteur de la MMP-9. La
balance entre I'IRF1 et le NF-xB (p50/p65) est donc critique dans I’induction de la MMP-9
dépendante du TNFa (Sancéau et al., 2002). Le promoteur de la MMP-9 contient deux sites de
liaison au NF-xB, un de sous-type p65 (-600bp) et un de sous-type p50 (-328bp) (Han et al.,
2001). Le site en -600bp régule la réponse a I’'IL-1B (Yokoo et Kitamura, 1996), au Bcl-2 (Ricca
et al., 2000), a KiSS-1 (Yan et al., 2001) ainsi qu’a certaines combinaisons synergiques de
cytokines et facteurs de croissance (Bond ef al., 1998) et agit en coopération avec d’autres motifs,
particuliérement AP-1 (Bond et al., 2001). Le site PEA3 (GGAGAGGAAG), présent dans la
majorité des MMP inductibles, lie les facteurs de transcription de type ETS tels ETS1 et ETS?2,
ERG, ELK1 et ELK2. Le promoteur de la MMP-9 comprend 3 sites PEA3 qui agiraient sur
I’expression basale de la MMP-9 (Sato et Seiki, 1993) et en tant qu’activateurs (enhancers), en
synergie avec d’autres facteurs de transcription tels NF-kB 9°® Sp-] ¢363) ot Ap.1 79 (Gum et
al., 1996) (Watabe et al., 1998). Les sites PEA3 (-541bp) et AP-1 (-533bp) augmentent ’activité
transcriptionnelle du promoteur de la MMP-9 dans les cellules humaines de cancer du sein en

réponse 4 I’EGF (Van den Steen et al., 2002).

4.3 Inducteurs et cascades de transduction pour la MMP-9

En 2002, Van den Steen et al., ont compilé une liste exhaustive des inducteurs de la MMP-9 pour
les différents types cellulaires, montrant ainsi le nombre impressionnant de modulateurs pour
cette protéase (Van den Steen er al., 2002). Les inducteurs principaux de la MMP-9 sont les
cytokines pro-inflammatoires (IL-1ct et IL-1B, TGF-a et -B, amphiréguline, TNF-q, IFN-a), les
facteurs de croissance (EGF, PDGF, HGF/SF, bFGF) et les esters de phorbol, comme la PMA
(Phorbol 12-Myristate 13-Acetate) (Van den Steen ef al., 2002). Comme la MMP-9 comprend
une multitude d’inducteurs différents, son induction peut se faire via plusieurs voies de

transduction différentes au sein de la cellule selon la nature de I’agent inducteur ainsi que du type
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cellulaire impliqué. L’induction de la MMP-9 est d’autant plus forte lorsqu’elle survient avec
plusieurs inducteurs de classes différentes (e.g. PMA / cytokines / facteurs de croissance),
travaillant en synergie et activant des voies de transduction parall¢les (Han et al., 2001). Bond et
al., donnent un bon exemple d’une telle synergie par I’induction de la MMP-9 avec le PDGF et le
TNF-o dans des fibroblastes humain de la peau. Alors que le PDGF meéne & I’expression du
facteur de transcription AP-1, le TNF-o. permet quant & lui le reldchement de NF-xB au noyau.

La présence simultanée.des deux facteurs de transcription permet alors ’augmentation marquée
de la MMP-9 dans la cellule (Bond et al., 2001).

4.3.1 Activation via les protéines kinases C (PKC)

Les Protéines kinases C (ou PKC) forment une famille de protéines agissant sur I’induction de
la MMP-9 par la libération du NF-xB. Elles peuvent étre séparées en trois groupes distincts, dont
deux agissent dans I’induction de la MMP-9 : les PKC classiques et atypiques.

Les PKC classiques (PKCa, BI, BII et v) sont activées par le calcium, le dyacylglycérol (DAG)
et les esters de phorbol (analogues synthétiques du diacylglycérol). Les esters de phorbol
induisent I’activation des PKC et la cascade de transduction des MAPK (Van den Steen et al.,
2002). L’induction maximale de la MMP-9 par le PMA emprunte plusieurs voies distinctes et
requiert la présence de plusieurs facteurs de transcription tels AP-1, NF -kB, Sp-1 et Ets (Genersch
et al., 2000). La cascade mitogéne Raf-MEK-ERK (Genersch et al., 2000) et la voie p38 (Simon
et al., 2001), induisent la libération de AP-1 menant a ’expression de la MMP-9 dans la cellule.
La PKCB jouerait un rdle-clé dans I’induction de la MMP-9 par le PMA dans les lignées

cellulaires de leucémies myéloides telles HL-60 (Xie ef al., 1998).

Les PKC atypiques (PKC{ et A(souris)/1(humain) sont quant a elles insensibles au calcium et au
diacylglycérol. La PKC( est la voie unique de transduction menant a I’expression de la MMP-9
par le NF-kB dans les cellules de gliome C-6 lors d’induction par ’'IL-1 ou le TNFa (Estéve et
al., 2002). La PKC{ est associée a I’activation du NF-xB, en phosphorylant I’'IxB-a (Diaz-Meco
et al., 1994a). L’oncogéne Ras agirait également sur la PKCE pour activer le NF-xB dans les

cellules néoplasiques (Diaz-Meco et al., 1994b).
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4.3.2 Activation via les MAPK

Les MAPK (mitogen-activated protein kinases) sont activées par des cytokines, des facteurs de
croissance, des agents mitogeénes, des hormones, le stress ou encore I’inflammation. Elles
contribuent au contrdle de la croissance, de la différenciation et de la survie cellulaire (Lewis et
al., 1998) (Garrington et Johnson, 1999). L’activation des MAPK requiert la phosphorylation de
résidus tyrosine et thréonine par les MAPK kinases (MAPKK) spécifiques, permettant leur
translocation au noyau ou elles activent les facteurs de transcription par phosphorylation (Cobb et
Goldsmith, 1995). La transduction des MAPK meéne donc i la libération/formation de divers
facteurs de transcription tels le NF-xB, ’AP-1 et 1’Ets-1 (Van den Steen er al., 2002). 11 existe
trois voies distinctes pour les MAPK, mais plusieurs voies peuvent €tre activées simultanément
dans I’induction de la MMP-9.

La voie classique est régulée par les signaux extracellulaires et passe par ERK1/2 (Extracellular
Regulated Kinase). Cette voie est fortement activée par les stimulations provenant de facteurs de
croissance et des esters de phorbol et de fagon plus modérée par divers mécanismes cellulaires
tels la différenciation et la migration (Van den Steen er al., 2002). Certaines études montrent
aussi un réle de la voie ERK1/2 dans I’induction de la MMP-9 par le TNF-a dans les cellules
endothéliales (Genersch et al, 2000). La voie JNK/SAPK est plutot induite par le
stress métabolique et fait intervenir la protéine SAPK (stress-activated protein kinase). Les
facteurs de croissance, comme I’EGF, ont la particularité d’induire de fagon importante la MMP-
9 en plus de déclencher une multitude d’altérations cellulaires (croissance, différenciation,
morphogénése, etc.) principalement via les récepteurs tyrosine kinase (RTK) (McCawley et al.,
1999). La transduction des récepteurs RTK passe souvent par les voies ERK1/2 et JNK afin
d’induire la MMP-9 (Schlessinger, 2000). La production constitutive de la MMP-9 chez les
cellules néoplasiques passerait principalement par I’activation constitutive des voies ERK (Simon
et al., 1999) et INK (Gum et al., 1996). Finalement, la troisiéme voie des MAPK est nommeée la
voie p38. L’IL-1B et le TNF-a induisent la MMP-9 via les MAPK des voies INK/SAPK et p38,
menant & la liaison des facteurs nucléaires NF-kB et AP-1 (Baud et Karin, 2001). La capacité de

ras a induire la MMP-9 est liée aux MAPK par les voies INK et p38 (Gum et al., 1996). La voie
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p38 induirait également la stabilisation des ARNm de la MMP-9, menant & une expression plus

soutenue de la protéine (Johansson et al., 2000).

4.4 Régulation de la MMP-9

L’expression de la MMP-9 par les cellules est régulées a plusieurs niveaux différents, soit la
transcription, la synthése, I’activation de la pro-enzyme, ’inactivation et la glycosylation (Ram et
al., 2006). Nair et Boyd produisaient en 2005 une liste de genes régulateurs de la MMP-9,
montrant la diversité des protéines cellulaires pouvant moduler I’expression de la MMP-9 de
fagon intracellulaire (Nair et Boyd, 2005). Dans certaines conditions, la MMP-9 atteint des
niveaux d’expression de plus de 100 fois supérieurs au niveau basal (Van den Steen e al., 2002)
alors que, dans certaines cellules endothéliales et inflammatoires, les MMP sont emmagasinées
dans des vésicules, plutdt que d’étre sécrétées, afin de pouvoir étre libérées rapidement au
moment opportun (Opdenakker et al., 2001) (Taraboletti e al., 2002). Par contre, dans la

majorité des types cellulaires, la MMP-9 est sécrétée immédiatement apres sa traduction et est

accompagnee par des niveaux variables de TIMP-1 et de MMP-2 (Van den Steen et al., 2002).

Ainsi, les lymphocytes et monocytes activés sécrétent la MMP-9 selon la régulation induite par
plusieurs classes de messagers chimiques, comme les cytokines, les chimiokines, les eicosanoides
(prostaglandines, leucotriénes, etc.) et les peptidoglycans, ainsi qu’en réponse aux contacts
cellulaires (Matache et al., 2003) (voir tableau 4). Par exemple, bien que le TGF-B inhibe la
production de la majorité des MMP via c-Fos, TIE et AP-1 (Benbow et Brinckerhoff, 1997) et via
la déstabilisation des ARNm (Rydziel et al., 1997), il est aussi connu pour augmenter
’expression de la MMP-9 dans plusieurs types cellulaires dont les monocytes du sang et les
kératinocytes (Wahl et al., 1993) ainsi que dans plusieurs types néoplasiques comme les cellules
cancéreuses de la prostate (Sehgal et Thompson, 1999) et les cellules métastasiques osseuses

(Duivenvoorden et al., 1999) via les voies ERK et p38 des MAPK.
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Tableau 4
Quelques régulateurs de I’expression de la MMP-9

Interactions / Molécules Activité

IL-1, TNFa, IL-2 Stimulent la production de la majorité des
MMP, dont la MMP-9

Contacts avec les cellules endothéliales Augmentent directement I’expression de la
MMP-9 dans les lymphocytes T et les
monocytes via ICAM-1 / LFA-1

Contacts cellules - matrice extracellulaire Régulent ’expression des gélatinases

IL-8 Stimule la dégranulation des neutrophiles
(source importante de la MMP-9)

IL-4, IL-6, IL-10, IFN-B Inhibent I’expression de la MMP-9 dans
plusieurs types cellulaires

Adapté de Ram et al., 2006

4.4.1 Régulation post-transcriptionnelle de la MMP-9

En 1993 Saarialho-Kere et al., montraient que la stimulation par le LPS de cellules prétraitées
avec du PMA augmentait la demi-vie des ARNm de la MMP-9 (Saarialho-Kere et al., 1993). Des
€tudes plus récentes montraient que I’induction de la MMP-9 par le TGF-B s’accompagnait une
synthése de novo de molécules stabilisatrices des ARNm, un mécanisme de régulation post-
transcriptionnelle faisant intervenir certaines MAPK cytoplasmiques (Chang et Karin, 2001).
L’efficacité de transcription des ARNm de la MMP-9 par les polysomes varie également selon le
type cellulaire étudié (Jiang et Muschel, 2002).

4.4.2 Régulation post-traductionnelle et structure de la MMP-9
Trois sites de glycosylation (N-linked glycans) sont présents dans la MMP-9, soit un dans le pro-

domaine et deux dans le domaine catalytique de la protéine (dont un est présent dans la majorité

des MMP) (Van den Steen et al, 2002). Elle posséde également plusieurs sites de O-
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glycosylation, dans les répétitions T/SXXP (domaine homologue au collagéne V), liant les sucres
et étant nécessaires a la forme tridimentionnelle de type « bottle-brush » de la protéine (Royle et
al., 2002). La glycosylation de la MMP-9 pourrait avoir comme principal effet de moduler la
capacité du TIMP-1 & lier MMP-9 et la capacité de la MMP-9 a lier ses différents substrats (Van
den Steen et al., 2001).

La structure tridimentionnelle de la MMP-9 peut aussi varier selon le type cellulaire sécréteur.
Habituellement, la MMP-9 se présente sous forme de monomeére ou d’homodimeres (Van den
Steen et al., 2002). Par contre, chez les neutrophiles, la MMP-9 est associée a la NGAL
(Neutrophil Gelatinase-B-Associated Lipocalin) par des liaisons covalentes (Kjeldsen et al.,
1993) alors que, chez les macrophages, des liaisons covalentes 1’associent plutét a la
« chondroitin sulfate proteoglycans » (Winberg et al., 2000). Deux cystéines, Cysao et Cyssis,
seraient responsables de I’homodimérisation covalente de la MMP-9 et de I’hétérodimérisation de
cette derniére avec NGAL. Le rdle de ces liaisons sur I’activité de MMP-9 semble encore peu

étudi€ a ce jour.

4.4.3 Adhésion cellulaire et contréle transcriptionnel de la MMP-9

L’adhésion ferme cellule-cellule, principalement avec les cellules endothéliales, induit la
production de la MMP-9 dans plusieurs types cellulaires, dont les monocytes (Mostafa et al.,
2001), les mastocytes (Baram et al., 2001) et les lymphocytes T (Aoudjit et al., 1998a) via la
liaison ICAM-1 / LFA-1 et en induisant les MAPK de la méme fagon que les cytokines et les
facteurs de transcription. La liaison de CD40 a la surface des monocytes avec CD40L des
lymphocytes T induit également la production de la MMP-9 (Schonbeck et al., 1997). La liaison
des cellules a I’endothélium ou a la matrice peut également induire la MMP-9 de fagon indirecte
en activant la production de cytokines et de facteurs de croissance qui, par action
autocrine/paracrine, induiront la production de la MMP-9 dans la cellule, tel que mentionné dans

la section 4.3 (Baram et al., 2001).

La régulation de I’expression de la MMP-9 est aussi grandement régulée par la liaison des

intégrines de la cellule aux composantes de la matrice. Déja en 1989, Werb et al., montraient que
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les intégrines aux sous-unités a/B, a la surface de la cellule, reconnaissaient certaines séquences
d’a.a. sur les protéines de la MEC, comme la séquence Arg-Gly-Asp de la fibronectine (Werb et
al., 1989). Plus récemment, Vacca et al., démontraient I’induction de la MMP-9 dans les cellules
lymphoides mises en contact avec de la fibronectine, via la sous-unité o des intégrines de
surface (Vacca et al., 2001). La surexpression de la sous-unité Be des intégrines induit une
augmentation marquée de MMP-2 et MMP-9 dans les cellules (Ahmed e al., 2002) alors que les
intégrines amP: et osPi stimulent également 1’expression de la MMP-9 (Wize et al., 1998). Le
regroupement des intégrines induirait la transduction des MAPK, principalement par la voie ERK
(via PI3K), mais également via les voies JNK (via Rho) et p38 (Juliano, 2002). L’intégrine asp:
serait responsable du maintien de la production de la MMP-9 dans des cellules épithéliales

transformées (DiPersio et al., 2000) et dans des carcinomes mammaires (Morini et al., 2000).

4.4.4 Activation de la protéine MMP-9

Les formes proMMP-9 et MMP-9 ne possédent pas les mémes affinités de liaison. Par exemple,
la forme proMMP-9 posséde une affinité de liaison supérieure pour le collagene de type I et la
gélatine, mais inférieure pour le collagéne de type IV, comparativement a la forme active (Allan
et al., 1995). L’ablation des 73 a.a. de I’extrémité amino-terminale de la proMMP-9 (équivalent
au pro-domaine) permet I’activation catalytique de la MMP-9 (Nair et Boyd, 2005). Ce clivage
peut s’effectuer par une multitude de protéases et molécules distinctes : la trypsine, la cathepsine
G, la chymase et les MMP-1, -2, -3, -7, -9, 13, -26 peuvent toutes cliver la proMMP-9 (Toth et
al., 2003). La plasmine, provenant du clivage du plasminogéne par « I’urokinase plasminogen
activator » (uPA) est également un activateur important de la proMMP-9 dans ’organisme (Lee
et al., 1999). MMP-9 peut aussi étre activée de fagon chimique, comme par I’acide hypochlorique

dans le cas des neutrophiles (Ram et al., 2000).
4.4.5 Inhibition de Pactivité enzymatique et de ’expression de 1a MMP-9
L’inhibition de ’activité enzymatique de la MMP-9 peut étre provoquée par des inhibiteurs non-

spécifiques comme I’o-macroglobuline (inhibiteur généraliste de protéases) ou par des

inhibiteurs spécifiques comme les TIMP-1 et TIMP-3 (Lambert e al., 2004). Le TIMP-1 posséde
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la plus grande affinité pour la MMP-9 et est une protéine inductible souvent exprimée en méme
temps que cette derniére. C’est donc 1’équilibre entre les activateurs et les inhibiteurs de la MMP-
9 qui dicte I’activité catalytique de cette derniére dans Pespace péricellulaire (Ram M et al.,
2006).

Plusieurs cytokines inhibent I’expression de la protéine MMP-9. Les cytokines IL-4, IL-10, IFN-
v et IFN-B diminuent le niveau d’expression tant chez les cellules exprimant la MMP-9 de facon
basale que chez les cellules 2 la surface desquelles 1’expression de la MMP-9 a été induite (Van
den Steen ef al., 2002). Les interférons IFN-y et IFN-B agiraient via les cascades de transduction
JAK/STAT, ou les diméres STAT viendraient lier les motifs ISRE du promoteur de la MMP-9 et
ainsi diminuer sa transcription (Ramana et al., 2000). Finalement, tel que mentionné dans la
section 3.5, plusieurs fragments bioactifs, générés par la MMP-9 lors du clivage des molécules de
la MEC, inhibent son expression (Felbor ef al., 2000).

4.5 Role de la MMP-9 dans la progression néoplasique

La MMP-9 joue un réle dans la plupart des processus menant a la progression néoplasique, dont
la croissance primaire, 1’angiogénése tumorale, I’intravasation, la migration ainsi que I’invasion
et la croissance des cellules métastatiques dans les tissus secondaires (Egeblad et Werb, 2002).
Des études montrent en effet que I’absence de la MMP-9 diminue de 66% I’incidence tumorale et
de 76% la grosseur des tumeurs dans un modéle de carcinome cervical chez les souris déficientes
en MMP-9 (Giraudo et al., 2004), alors qu’elle diminue grandement le nombre et la taille des
tumeurs dans un modele de cancer du poumon (Lewis lung carcinoma) (Itoh et al., 1999). La
MMP-9 est également associée a la diminution de 1’apoptose chez les cellules néoplasiques
(Bergers er al., 2000). A des stades avancés, il est connu que la MMP-9 est exprimée de facon
constitutive et importante par les cellules de LNH (Kossakowska et al., 1998) ainsi que dans les

lymphomes agressifs murins (Lalancette ef al., 2000).
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4.5.1 MMP-9 et angiogénése tumorale

Le rdle de la MMP-9 dans le phénoméne d’angiogénése a été observée tant in vitro (Seftor et al.,
2001) qu’in vivo (Vu et al., 1998). En 2004, Chantrain et al., ont mis en évidence des micro-
vaisseaux significativement plus petits chez les souris déficientes en MMP-9 que chez les souris
normales. Ils ont aussi déterminé que la MMP-9 agissait comme recruteur de péricytes autour des
cellules endothéliales, un phénomeéne clé dans D’initiation de la néoangiogénése, montrant
I'importance de la MMP-9 dans le « switch angiogénique » nécessaire 4 la progression
néoplasique (Chantrain e al., 2004). Dans un modele similaire, il a été établi que la
transplantation de cellules hématopoiétiques normales dans des souris déficientes en MMP-9
restaurait le flux des cellules inflammatoires et la vascularisation des xénogreffes implantées,
prouvant la capacit¢é de MMP-9 & promouvoir la migration des cellules dans I’endothélium
vasculaire et 4 augmenter la perméabilité de ce dernier (Jodele ef al, 2005). Ces observations
sont principalement attribuables a la libération, par 1’activité catalytique de la MMP-9, des
facteurs de croissance comme le VEGF (Kalluri, 2003) et les TGF-B1 et TGF-B2 (Yu et
Stamenkovic, 2000) emprisonnés dans la MEC. La MMP-9 peut aussi activer la cytokine pro-
angiogénique et pro-inflammatoire IL-8, en plus de dégrader et d’inactiver le « angiogenesis

inhibitor platelet factor-4 » (Opdenakker et al., 2001).

4.5.2 Invasion / migration / extravasation

La MMP-9 entre en jeu dans la migration des cellules inflammatoires. Par exemple, elle est
régulée a la hausse dans les lymphocytes T durant 1’activation de ces derniers et aide & la
transmigration dans les divers tissus de I’organisme (Leppert et al., 1995). 11 a été démontré que
’absence de MMP-9 diminue de fagon importante I’intravasation des cellules cancéreuses (Kim
et al., 1998). La MMP-9 agirait en lien avec I’intégrine aVB5 dans la dissémination des cellules
néoplasiques aux tissus secondaires (De e al., 2003). De la méme fagon, I’intégrine avp3 agit de
concert avec la MMP-9 dans la régulation de la migration des cellules métastatiques du cancer du
sein (Rolli et al., 2003). Lors de I’extravasation, la MMP-9 joue un role dans la perméabilisation
de I’endothélium et la diapédése des cellules dans les tissus secondaires en plus de cliver ICAM-1

et d’ainsi diminuer I’entrée subséquente des cellules immunitaires (Sultan ef al., 2004).

36



4.5.3 MMP-9 et métastasie

La MMP-9 est la seule MMP dont I’expression est en corrélation avec la signature métastatique
de la lignée parentale (Yang ez al., 2004). L’expression de la MMP-9 dans le cancer de la prostate
est directement liée avec le potentiel métastatique et la survie des patients (Dong et al., 2001),
tout comme elle est associée & un mauvais pronostic dans le cancer du sein (Van Veer ef al.,
2002) ainsi qu’a une augmentation des foyers métastasiques dans le mélanome, le carcinome

(Itoh er al., 1999) et dans le cancer du poumon (Hiratsuka et al., 2002).

Les « clusters » hématopoiétiques pré-métastatiques expriment la MMP-9 (Kaplan er al., 2005),
ce qui induit la dégradation de la membrane basale et la libération du VEGF et du ligand soluble
de kit, permettant le recrutement des cellules provenant de la moelle osseuse (Heissig et al.,
2002). La libération de ces composés altére le microenvironnement, attire les cellules tumorales
circulantes et supporte leur croissance dans ces foyers prémétastatiques (Hiratsuka et al., 2002).
La MMP-9 peut également agir de fagon indirecte dans le tropisme métastatique par son action
sur la libération de diverses chimiokines (voir section 3.4), créant ainsi des gradients
chimiotactiques dans les différents tissus de I’organisme (Muller er al,, 2001). D’ailleurs,
Coussens et al. ont observé que I’absence de la MMP-9 retardait I’apparition des caractéristiques
hyperplasiques et métastasiques avec une diminution de 1’incidence de la conversion maligne
dans un modele de carcinome épithélial de souris. Par la suite, les chiméres de moelle osseuse,

réintroduisant la MMP-9 au systéme, rétablissaient le pouvoir métastasique (Coussens et al.,
2002).

4.5.4 MMP-9 et échappement a I’action du systéme immunitaire

La MMP-9 agit de plusieurs fagons dans la diminution de la réponse antitumorale, soit par
Iactivation du TGF-B (Yu et Stamenkovic, 2000), le clivage de I’IL-2Ra. et surtout via le clivage
d’ICAM-1. Le clivage de I'IL-2Ra diminue les capacités prolifératives des cellules T associées
aux tumeurs et donc leur activité immunitaire (Sheu er al, 2001). Quant a lui, le clivage

d’ICAM-1 augmente la résistance des cellules néoplasiques & I’activité cytotoxique des cellules T
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et NK (Fiore et al, 2002), puisqu’ICAM-1 intervient dans I’immunité antitumorale des
lymphocytes T cytotoxiques et des cellules NK (Robertson er al, 1990). Ceci explique
partiellement le grand nombre de lymphocytes anergiques infiltrés dans les tumeurs (Rivoltini et
al., 2002). De plus, le clivage ’ICAM-1 sur I’endothélium vasculaire, empéche la liaison LFA-1
/ ICAM-1, ce qui diminue I’entrée ultérieure des leucocytes au site tumoral (Sultan et al., 2004).
De ce fait, les seuls lymphomes capables de s’établir dans les souris [CAM-1"" sont les lignées
agressives exprimant MMP-9 de fagon constitutive, puisque la liaison LFA-1/ICAM-1 est
nécessaire a I’expression de MMP-9 (Aoudjit er al., 1998a), qui elle, est nécessaire a

’extravasation des cellules circulantes vers le tissu secondaire (Sultan et al., 2004).

Section 5 : Inflammation et environnement péritumoral

5.1 Réaction inflammatoire, MMP et cancer

La réaction inflammatoire chronique met en action un réseau complexe de cytokines pro-
inflammatoires et de facteurs de croissance, faisant persister la réaction inflammatoire au sein du
tissu atteint et formant un milieu pouvant favoriser la prolifération néoplasique (Dvorak, 1986).
La production accrue et prolongée de ces médiateurs pro-inflammatoires tend a promouvoir la
progression néoplasique plutdt que de ’enrayer (voir figure 2), principalement en diminuant
I’efficacité des mécanismes immunitaires antitumoraux (Smyth et al., 2004) (Ben-Baruch, 2006).
En effet, une prolifération cellulaire soutenue dans un microenvironnement pro-inflammatoire
chronique contenant des concentrations importantes de cellules immunitaires inflammatoires, de
facteurs de croissance, de cytokines pro-inflammatoires et d’agents induisant des dommages
geénétiques tend a4 induire la transformation néoplasique dans les populations cellulaires
(Coussens et Werb, 2002). Les molécules de stress oxydatif comme le NO, les superoxides, le
peroxyde d’hydrogéne, I’acide hypochlorique et les dérivés oxygénés sont principalement

responsables des dommages 4 I’ADN menant 4 la promotion néoplasique (Babior, 2000).

L’inflammation chronique péritumorale est due en grande partie & I’incapacité des cellules

immunitaires 4 établir un phénotype anti-inflammatoire, nécessaire a la résolution de
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inflammation dans le tissu. Cette incapacité est due en grande partie aux concentrations trop
importantes de cytokines et de divers facteurs pro-inflammatoires sécrétés par la tumeur et
induisant le recrutement constant de leucocytes au site en question, et donc la production de novo
de molécules pro-inflammatoires dans le tissu (Kuper ef al., 2000). Cet état pro-inflammatoire
chronique mene 4 la promotion et la progression néoplasique, la néo-angiogénése, 1’invasion des
tissus avoisinants et la métastasie (Karin et Greten, 2005). La migration des cellules cancéreuses
est également influencée de fagon importante par les cellules inflammatoires (Wyckoff et al.,
2004), principalement via la production d’EGF et de CSF-1 (colony stimulating factor 1) par les

macrophages (Goswami ef al., 2005).

De récentes études dans des modeles murins montrent que I’inflammation joue un réle primordial
dans la mise en place d’un microenvironnement propice a la promotion et la progression
tumorale, en partie via 1’action du TNFa et de NF-xB (Karin et Greten, 2005). 11 a été observé
que la prise & long terme d’aspirine, ou d’autres anti-inflammatoires non-stéroidiens, réduisait les
risques de cancer colorectal de 40 4 50% et pouvait réduire le risque d’autre types de cancers tels
que le cancer des poumons, de 1’esophage et de I’estomac (Baron et Sandler, 2000) (Garcia-

Rodriguez et Huerta-Alvarez, 2001).

5.2 Les MMP dans I’environnement péritumoral

Les MMP peuvent promouvoir ou atténuer la progression tumorale en agissant sur plusieurs
processus inflammatoires dans les néoplasies. Elles peuvent recruter les cellules inflammatoires
en libérant des chimiokines de la MEC ou en générant des facteurs de croissance et ainsi
augmenter I’inflammation (Egeblad er al. Werb, 2002), mais peuvent également générer des
signaux cytostatiques diminuant la prolifération cellulaire (Sudakar et al., 2003). Elles activent
I’angiogénése, mais produisent également des fragments anti-angiogéniques a partir du collagéne
et du plasminogéne en plus de posséder des fonctions pro-apoptotiques ainsi qu’anti-apoptotiques
(Egeblad et Werb, 2002).

Les traitements aux inhibiteurs d¢ MMP donnent des résultats antitumoraux principalement

durant les premiers stades de développement de la progression tumorale (Coussens et al., 2002),
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ce qui peut étre attribuables a 1’inhibition des processus pro-angiogéniques précoces des MMP

dans le tissu inflammé (Overall et Lopez-Otin, 2002).

IL-10
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Cellules tumorales Cytokines cellules dendritiques
= e —— et cellules NK

Agent
IL-10 pathogéne

1
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§..3
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Figure 2 : Inflammation - Immunité antitumorale vs inflammation chronique. Différence entre les processus
d’immunité antitumorale et d’inflammation chronique au sein du tissu et effet de I'inflammation chronique sur la

progression tumorale.

Adapté de Lin et Karin, 2007

Les MMP sont des modulateurs essentiels des cellules inflammatoires et peuvent modifier la
balance des cytokines inflammatoires et anti-inflammatoires ainsi que les chimiokines présentes
dans le milieu, participant ainsi 4 1’amorce, I’exécution et la résorption de I’inflammation (Hu et

al., 2007). Creighton et al. démontraient en 2003, par ’utilisation de matrices d’ADNc, qu’il y
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avait une corrélation significative entre I’expression de la MMP-9 et le développement des

maladies inflammatoires, de la méme fagon qu’avec les maladies néoplasiques (Creighton et
Hanash, 2003).

3.3 Types cellulaires exprimant la MMP-9 : le rdle des cellules péritumorales.

L’expression de la MMP-9 dans I’inflammation chronique ainsi que dans les néoplasies n’est pas
confinée uniquement aux cellules tumorales. Au contraire, des analyses immunohistochimiques
ont révélé que la MMP-9 est souvent exprimée de fagon plus importante par les cellules stromales
péritumorales que par cellules tumorales (Nielson ef al., 1996). Ainsi, 1’importante sécrétion de
MMP-9 dans le lit tumoral a été associé aux lymphocytes T, monocytes et neutrophiles isolés des
tumeurs (Leppert e al., 1995). Owen et al. observaient en 2003 que, bien que les cellules
tumorales de cancer mammaire exprimaient la MMP-9, les lymphocytes T infiltrés dans la
tumeur exprimaient MMP-9 de fagon plus importante et en rapport avec la taille de la tumeur
observée (Owen et al., 2003). De la méme fagon, la MMP-9 était principalement exprimée par les
neutrophiles, les macrophages et les mastocytes plutét que par les cellules néoplasiques dans le
carcinome murin (Coussens et al., 2000) et par les macrophages dans un modéle murin de
carcinome ovarien (Huang et al., 2002). L’expression de la MMP-9 est aussi associée aux

cellules stromales péritumorales dans les cas de cancers colorectaux (Mook et al., 2004).

Coussens et al. ont démontré que la MMP-9 sécrétée par les cellules inflammatoires est suffisante
pour I’induction de la carcinogénése dans le modéle murin HPV16 (carcinome épithélial produit
par le virus du papillome humain de type 16) et serait surtout sécrétée par les neutrophiles (lors
de la dégranulation), les mastocytes, les macrophages et les lymphocytes T (Coussens et al.,
2000). Bien que la source principale de MMP dans le microenvironnement péritumoral reste les
cellules immunitaires, particuliérement celles de I’immunité innée, les études dans les modéles de
cancers tant humains que murins montrent que les cellules épithéliales, vasculaires et stromales
(e.g. fibroblastes) participent également & la production de MMP-9 (Coussens e al., 2000). Par
exemple, les cellules endothéliales, les péricytes et les cellules de muscles lisses du tissu
expriment la MMP-9 et des facteurs de croissance tels que le HGF, le FGF et I’EGF, en réponse &
la liaison du VEGF au VEGFRI (Hiratsuka et al., 2002) (Bhowmick et al., 2004).
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5.4 Modulateurs de ’expression de la MMP-9 dans I’inflammation

Les niveaux d’expression de MMP-9 dans I’espace péritumoral sont grandement régulés par les
diverses cytokines et facteurs de croissance sécrétés par les cellules néoplasiques et immunitaires,
tels le TNFa et le TGF-B1 (Chang et Werb, 2001). La cascade de transduction de NF-xB est
activée par plusieurs cytokines pro-inflammatoires et méne a la transcription d’une myriade de

genes agissant dans plusieurs processus, dont la libération de MMP-9 (Karin et Greten, 2005).

Des effets pro-tumorigéniques, liés de fagon directe ou indirecte a I’induction de la MMP-9 dans
I'inflammation, ont également été observés pour plusieurs autres médiateurs pro-inflammatoires
tels I'IL-1, 'IL-6 (Haura et al., 2005), I’IL-17 (Park et al., 2005), 'IL-12 et ’'IL-23 (Watford et
al., 2004). L’expression accrue de COX-2 et de prostaglandines (PGE2) est également en
corrélation avec une hausse de 1’expression de la MMP-9 dans divers types cellulaires, tels que
les monocytes et les macrophages (Corcoran ef al., 1995). Enfin, les récepteurs Flt-1 (VEGFR-1)
et FIk-1 (kinase domain region/VEGFR-2), qui sont connus pour étre surexprimés dans plusieurs
lignées cellulaires T leucémiques (Ferrera et al., 2003), induisent une augmentation de la MMP-9
chez les lymphocytes T en contact avec le VEGF recombinant murin (rmVEGF), montrant la
capacité de la liaison VEGF/VEGFR 4 induire la MMP-9 dans ces cellules (Owen et al., 2003).

5.5 La MMP-9 tumorale versus la MMP-9 stromale

Différentes études dans des modéles murins de lymphomes T ont montré que la MMP-9 est la
principale MMP jouant un rdle dans 1’agressivité et la métastasie du lymphome T aux organes
secondaires (Arlt ef al., 2002) (Kriiger et al., 2005). Comme mentionné précédemment, la MMP-
9 peut provenir de deux sources distinctes dans le développement néoplasique : les cellules
cancéreuses de lymphome et les cellules péritumorales. doudjit et al., montraient en 1997 que les
souris ayant des lymphomes thymiques possédaient des taux de MMP-9 trois fois supérieurs aux
niveaux normaux. Or, les cellules de lymphome T testées ne produisaient pas de MMP-9 in vivo,
mais semblaient plutdt induire la sécrétion de cette protéase par les macrophages, les monocytes

et les cellules stromales (Aoudjit er al., 1997), augmentant ainsi les concentrations de MMP-9
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dans le microenvironnement péritumoral (Owen et al., 2003). L’expression de la MMP-9 par ces
différents types cellulaires augmente, et accélére la progression néoplasique du LNH via
I’induction de VEGF et I’activation du TGFB (Yu et Stamenkovic, 2000). Le traitement avec le
Prinomastat (AG3340), un inhibiteur de la MMP-9, ou 1’ablation génétique de la MMP-9 chez
I’hdte se traduit par la diminution du nombre et de la taille des vaisseaux sanguins dans la
tumeur, montrant I’importance des cellules péritumorales de I’héte dans la sécrétion de la MMP-

9 et dans le développement du lymphome T (Chantrain er al., 2004).

Section 6 : Modéle murin génétiquement modifié de déficience en
MMP-9

e ——

6.1 Pertinence du modéle

Il'y a déja plusieurs années que les génes humains et murins de la MMP-9 ont été comparés. La
distribution et les séquences des 13 introns et exons du gene étant similaires entre les deux
especes (Masure et al., 1993), il est pertinent de concevoir des modéles murins pour les études,

dont les résultats pourront s’extrapoler a 1’humain (Huhtala et al., 1991).

6.2 Souris déficientes en MMP-9 : génération et phénotype

Dans le modele de Dubois et al., les souris MMP-9" ont été générées par recombinaison
homologue, grice au vecteur pPNT/mGEL-B, contenant une cassette néomycine (NEO : 1,840
bp), au niveau des introns 3-8 du géne MMP-9. Cette recombinaison homologue inhibe
’expression de la MMP-9 principalement en remplagant les régions codantes pour le domaine
catalytique (exons 3-4) et le site liant le zinc (exon 8) (Dubois et al., 1999). Cette mutation
entraine la production d’'un ARNm partiel qui ne permet pas la traduction d’une protéine MMP-9
compléte et active. Les souris MMP-9" ainsi obtenues présentent quelques différences
phénotypiques mineures comparativement aux souris de type sauvage desquelles elles sont

issues, soit un léger retard au niveau de la croissance et la vascularisation des os longs des pattes
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postérieures. Ce retard de I’ossification disparait toutefois dans les trois a quatre premieres
semaines post-natales (Vu et al., 1998). Corry et al., font également état d’une déficience
mineure chez ces souris en ce qui a trait 4 I’angiogénése développementale et dans la formation

du cartilage des articulations (Corry et al., 2002).

Au plan moléculaire, et malgré les divers roles joués par la MMP-9 dans la biologie des
leucocytes, les souris déficientes en MMP-9 ne présentent pas d’immunodéficiences marquées
(Van den Steen et al., 2002). Les cellules polymorphonucléaires sont distribuées également dans
les souris normales et déficientes en MMP-9 (Dubois et al., 1999) et linfiltration des tissus
néoplasiques par les cellules inflammatoires n’est pas perturbée par I’absence de MMP-9 dans un
modéle murin HPV16 (Giraudo ef al., 2004). Bien que la MMP-9 des leucocytes ait une action
pro-angiogénique directe (Zijlstra et al., 2005), celle-ci semble restreinte aux conditions
particulieres de I’environnement péritumoral puisque les souris adultes déficientes pour la MMP-
9 n’ont pas une vascularisation significativement différente des souris normales (Chantrain et al.,
2004). De la méme fagon, les souris portant une double délétion génétique pour les deux
gélatinases, soit les souris MMP-2"7/MMP-9", sont viables et ne présentent que des différences
mineures en ce qui a trait 4 I’inflammation, au remodelage microvasculaire et a la mobilisation
leucocytaire (Baluk ef al., 2004) (Corry et al., 2004). Finalement, les souris déficientes en MMP-
9, comme I’ensemble des souris déficientes pour une ou plusieurs MMP, expriment des niveaux

d’expression d’IL-6 anormalement élévés (Ashizawa et al., 2005) (Cesari et al., 2003).
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Chapitre 11

Triggering of T cell leukemia and dissemination T cell lymphoma

In MMP-9-deficient mice
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Sommaire du travail expérimental

Hypothéses, objectifs et résultats des travaux :

On sait depuis plusieurs années que les métalloprotéases de la matrice (MMP) jouent divers roles
dans le développement tumoral, notamment dans le développement des lymphomes non
hodgkiniens (NHL). Il a été démontré que les lignées agressives de lymphome T expriment la
MMP-9 de fagon importante et constitutive. Cette gélatinase est connue pour dégrader le
collagéne de type IV (constituante majeure des membranes basales). Plusieurs études récentes
attribuent cette surproduction de MMP-9 & la fois aux cellules cancéreuses et aux cellules

péritumorales.

L’objectif principal du travail présenté dans Darticle était de déterminer I’importance relative de
la sécrétion de la MMP-9 par les cellules du lymphome et par les cellules péritumorales dans la
croissance et la métastasie du lymphome T. Les études in vivo effectuées ont démontré que
I’injection de lymphome T MMP-9™ par voie intraveineuse méne a D’infiltration des cellules
cancéreuses dans divers organes non lymphoides (foie, rate, reins) chez la souris et ce tant chez
les souris exprimant MMP-9 que chez celles ne I’exprimant pas. Comme I’infiltration de cellules
cancéreuses déficientes en MMP-9 peut étre observée en totale absence de MMP-9, il semble
donc que cette métalloprotéase, contrairement a ce qui a déja été avancé, ne soit pas essentielle a
la prolifération et & I’infiltration des lymphomes T non hodgkiniens dans I’organisme. Les
résultats obtenus dans cette étude ont été publiés dans le périodique Leukemia en septembre
2007.
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ABSTRACT:

Previous studies have shown that high levels of MMP-9 can be detected in the serum of patients
with various lymphoid malignancies and in leukemia/lymphoma culture supernatants. Indeed,
aggressive forms of lymphoma constitutively produce MMP-9 and its elevated levels in the
serum or in tissues correlate with advanced stage and poor patient survival. In vitro, MMP-9,
which is also produced by the host peritumoral cells in response to the presence of tumors, plays
an important role in migration of tumor cells through artificial basement membranes or
endothelial cells. In this study, using mmp-9-deficient mice, we show that absence of MMP-9
does not prevent the development of primary T cell leukemia. Furthermore, MMP-9-deficient
cell lines retained their turnorigénic potential, as shown by their ability to induce thymic
lymphoma in young syngeneic wild-type animals. In addition, these MMP-9-deficient tumor
cells disseminate in normal mice, or mice that are deficient for MMP-9, indicating that tumor
growth and dissemination can occur in total absence of MMP-9. These results show for the first
time than lymphoma growth can occur in total absence of MMP-9 and have consequences for

therapy of invasive cancers with inhibitors of MMPs.

Key words: T cell leukemia, thymic lymphoma, MMP-9, knock out mice.

49



Introduction

Matrix metalloproteinases (MMPs) have been recognized as extracellular enzymes that favour the
development of cancer by enhancing escape of individual tumor cells from the primary tumor and
the growth of metastasis '®. For these reasons, several strategies have been developed to inhibit
their expression or enzymatic activity in different types of cancer *. The failure of these
strategies have often been attributed to the complexity of MMP expression pattern since in many
types of cancer, MMPs are expressed by both the cancer cells and cells from the host >, In vitro
and in vivo studies have reported that an elevated expression of MMP-9 correlates with clinically
aggressive tumors, including high-grade non-Hodgkin’s lymphomas (NHL) %°. NHL patients
with high levels of MMP-9 in their tissues have a significantly worse prognosis than patients who
do not express MMP-9 °. MMP-9 expression is also markedly increased in high grade Burkitt cell
lines and in primary T leukemic cells derived from adult T-cell leukemia (ATL) patients '*'',
suggesting that overexpression of MMP-9 in HTLV-I- infected T leukemic cells or lymphoma
cells is responsible for the invasiveness of these cells in peripheral organs. These observations in
the human are correlated with results obtained in experimental mouse models. For instance,
abnormally high levels of MMP-9 have been found in radiation-induced thymic lymphomas and
in the serum of T lymphoma bearing mice'’. Moreover, overexpression of MMP-9 in T
lymphoma cells accelerates the growth of thymic lymphoma'? and treatment with gelatinase
inhibitors has been found to significantly reduce the number and the growth rate of experimental
metastases induced by injection of T lymphoma cells into normal mice'*. Nevertheless, clinical
trials with MMP inhibitors have been frustratingly negative, because of their unselectivity and the
ignorance of the complete biology of any MMP member. In addition, whether lymphoma growth

or dissemination can occur in total absence of MMP-9 remains untested to date.
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Material and Methods

Animals. Male and female mmp-9-deficient, in which the exons and corresponding
introns 3-7 and about half of exon 8 (2,067 bp total) were deleted and replaced by the
neomycine resistance gene (neo; 1,840 bp) ° were backcrossed for at least eight
generations into a C57BL/6 background, and wild-type C57BL/6 were bred in our animal
facility and maintained under specific pathogen-free conditions in accordance with
institutional guidelines. All animal studies were approved by the Institutional Animal

Care and Use Committee.

Radiation-induced T thymic lymphoma. For thymic lymphoma induction, four- to eight-week-
old normal and MMP-9-deficient C57BL/6 mice received a whole-body leukemogenic X-ray
treatment of 4 x 175 rad at a rate of 25 rad/min at weekly intervals. When moribund, mice were

killed and thymic lymphoma was confirmed at necropsy as previously described '6.

Culture of cell lines and reagents. The mouse T lymphoma cell line 164T2 was established in
our laboratory from radiation-induced primary T cell lymphomas in C57BL/6 '".  Flow
cytometric analysis of these cells, as well as those of the S11 variant, showed that both cells
express LFA-1, CD31, CD62L, CD90, ICAM-1, ICAM-2, but not a4P1. They all express CD3¢e
and the TcRap, as well as the gp70 and the TL antigen '3. All cells were maintained in RPMI-
1640 complete medium (supplemented with 10 % (v/v) FCS, 2 mM L-glutamine, 10 mM HEPES
buffer, 0.1 unit/ml penicillin, 50 pg/ml streptomycin and 55 UM B-mercaptoethanol). All
products were from GIBCO Life Technologies (Burlington, ON, Canada). All other reagents

were purchased from Sigma, unless otherwise indicated.
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PCR genotype analysis. The genotypes of the MMP-9-deficient mice and wild-types were
confirmed by PCR from genomic DNA obtained from tail biopsies. The primers used for
amplification of the normal allele were 5°-ACAGGCATACTTGTACCGCTATGG-3’ (sense) which is
specific for the exon II of the murine mmp-9 gene and 5’-GAAGCAGCGACTAGGGATTGTGGG-3’
(antisense) which is specific for intron III were used to detect the normal (N) allele (a 700 bp
amplicon) in both mmp-9-deficient mice and radiation-induced thymic lymphoma cell lines
derived from these mice). To detect the mutated allele (M), an antisense primer (5°-
AACGAGATCAGCAGCCTCTGTTCC -3°) specific for the neo cassette used to disrupt the mmp-9
gene ° was used for PCR analysis. The 5’-CGGAGTCAACGGATTTGGTCGTAT-3’ (sense) and 5°-
AGCCTTCTCCATGGTGGTGAAGAC-3’ (antisense) primers were used for the amplification of the
GAPDH gene as a control. Amplification was performed in a PTC-100 thermal cycler (MJ
Research, Waltham, MA) using the following protocol: 120 s at 94°C and then 35 cycles of three
steps consisting of 60 s at 94°C, 60 s at 58°C, and 60 s at 72°C. The reaction mixture was Size-
separated on an agarose gel, and specifically amplified products were detected by ethidium

bromide staining and ultraviolet transillumination.

Zymography. Zymography was performed in polyacrylamide gels that had been cast in the
presence of gelatin as previously described %, Briefly, samples (100 ul) were resuspended in
loading buffer and, without prior denaturation, were run on a 7.5% SDS-polyacrylamide gel
containing 0.5 mg/ml of gelatin. After electrophoresis, gels were washed to remove SDS and

incubated for 18 h at 37°C in a renaturing buffer (50 mM Tris, SmM CaCl,, 0.02% NaN,, 1%
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Triton X-100). Gels were subsequently stained with Coomassie brilliant blue G-250 and

destained in 30% methanol/ 10% acetic acid (v/v) to detect gelatinase secretion.

Tumorigenic and metastasis assays. Four-five week-old male or female C57BL/6 mice were
injected intrathymically in each lobe with the indicated number of lymphoma cells. Mice were
observed periodically for clinical signs of thymic lymphoma: runting, swelling of the thorax, and
dyspnea. When moribund, mice were killed and thymic lymphoma was confirmed at necropsy.
To induce lymphoma in peripheral organs, mice at least 6-8 week-old were injected via the tail

vein with the indicated number of lymphoma cells '8 When clinical signs of lymphoma became

evident (dyspnea, runting, and splenomegaly), the animals were killed and spleen, kidneys, and
liver harvested, weighed and fixed in 10% formalin for histological examination or frozen for

PCR analysis.

RNA isolation and semi-quantitative PCR. Total RNA was isolated from tissues or lymphoma
cells using Trizol reagent according to the manufacturer’s instructions (Invitrogen Canada Inc.,
Burlington, ON). Two micrograms of total RNA were reverse transcribed using the
Omniscript™ reverse transcriptase (QIAGEN) and PCR amplified using the following
conditions: 94°C for 0.5 min., 58°C for 1 min., and 72°C for 1 min. This was followed by a final
extension step at 72°C for 10 min. The primers used for PCR amplification were (5’-
CGAGTGGACGCGACCGTAGTTGG-3") for sense murine MMP-9 and (5’-CAGGCTGAGCACGCCATACAG-
3’) for antisense, (5’-CGGAGTCAACGGATTTGGTCGTAT-3’) for sense GAPDH and (5°-
AGCCTTCTCCATGGTGGTGAAGAC-3’) for antisens. Amplifications were performed in a thermal

cycler (model PTC-100 TM, MJ Research, Watertown, MA). PCR assays using equal amounts of
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RNAs that were reverse-transcribed and amplified by PCR for 25-40 cycles with gene-specific
primers confirmed that the amplification was in the linear range for each gene. Furthermore,
each assay was repeated two to four times to verify the accuracy of the results. As an internal
control, amplification of GAPDH mRNA was carried out by RT-PCR using specific primers.
Amplified products were analyzed by electrophoresis on agarose gels using ethidium bromide

staining and UV illumination. Loading was equalized to the internal control mRi\IA.

Statistical analysis. Comparisons between different groups for tumor uptake and survival
distribution (mean survival time) were made using a log-rank test. The level of significance was

determined at P < 0.05.
Results and Discussion

To determine whether leukemogenesis can occur in absence of MMP-9, we have compared the
incidence of radiation-induced leukemia in normal and in MMP-9-deficient mice. Such a model
(4 weekly doses of 175 c¢Gy) results in thymic lymphomas in most of the animals after a latency
period varying between 3 and 6 months'’. Our results showed that T cell leukemogenesis
occurred in all mice treated with the radioleukemogenic regimen (Fig. 1), whether or not MMP-9
was present. Moreover, the absence of MMP-9 did not significantly accelerate or delay the
onsets of thymic leukemia, as the mean survival time (MST) in wild type and MMP-9-deficient
mice (150.8 + 34.6 days versus 149.2 + 21.7 days respectively) in both groups of mice was
similar (p > 0.05).

Since MMP-9-deficient mice did develop thymic lymphoma upon exposure to radiation, we took
advantage of this opportunity to generate MMP-9-deficient T lymphoma cell lines to test whether

absence of MMP-9 in lymphoma cells can affect their tumorigenic potential and their ability to
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disseminate at distant sites after their intravenous injection in normal and MMP-9-deficient
animals. Two MMP-9-deficient T lymphoma cell lines, lines 2325 and 2333, were thus
established from two different tumors that were collected from MMP-9-deficient mice. These
cell lines were characterized at the genomic level and the presence of the homozygous mutation
at the mmp-9 locus was confirmed by PCR on the genomic DNA (Fig. 2A). Moreover, their
inability to express MMP-9 either constitutively or following stimulation with PMA, a
pharmacological agent known to stimulate MMP-9 in most cell types'?, including lymphoma
cells, was confirmed at the mRNA and protein level by RT-PCR (Fig 2B) and gelatin
zymography (Fig 2C). The MMP-9 deficiency in these leukemic cells did not affect the levels of
MMP-2, or other MMP tested, including MMP-3, MMP-10, and MMP-7 as compared to 164T2
lymphoma cells (Fig. 2B and 2C, and Data not shown). Most importantly, we found that both
MMP-9-deficient cell lines retained their tumorigenic potential, as shown by their ability to
induce thymic lymphoma following intrathymic injection in young syngeneic wild-type animals
(Fig. 2D). Both cell lines were also capable of inducing thymic lymphoma in MMP-9-deficient
mice, indicating that total absence of MMP-9 did not affect the tumorigenic potential of T
lymphoma cells. Interestingly, the intrathymic injection of the MMP-9-deficient 2333 lymphoma
cells induced the growth of thymic lymphoma within a shorter time interval than that of another
MMP-9-deficient cell line (2325) in both wild-type (55.0 + 9.6 days versus 29.8 + 0.4 days; p <
0.01) and MMP-9-deficient mice (50,25 + 4.1days versus 35.0 + 0.1 days; p < 0.01), indicating
that the tumorigeneic potential of T lymphoma cells can be expressed indpendently of MMP-

expression.

To determine whether the incapacity of lymphoma cells to express MMP-9 can impair their
ability to disseminate at distant sites, we injected the MMP-9 deficient lymphoma cells
intravenously and compared the distribution of lymphoma in MMP-9-deficient mice with that of
normal mice. In this model, injection of T lymphoma cells induces the formation of lymphoid

tumors in spleen, kidneys, and liver with massive infiltration of tumor cells in the parenchyma®®”
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2 Evidence of tumor development was ascertained by macroscopic and histological

examinations. Our results showed that MMP-9-deficient lymphoma cells can induce the
formation of lymphoid tumors at distant sites without significant differences in the MST in both
normal or MMP-9-deficient mice (Fig. 3A). The MST for the wild-type mice (36,21 days +
0,43) and the mmp-9-deficient mice (37,75 days + 2,48) was indeed comparable when mice were
injected with 2333 mmp-9-deficient mice (p > 0.05). Similar results were obtained in mice
injected with the 2325 mmp-9-deficient cell line. The MST for the wild-type mice (53,67 days +
9,22) and the mmp-9-deficient mice (58,82 days + 7,41) was also comparable when mice were
injected with the wild-type 164T2 T lymphoma cells (p > 0.05). The ability of T lymphoma to
form secondary tumor in peripheral tissues in complete absence of MMP-9 was confirmed by
RT-PCR analysis in from tissues isolated from tumors in the liver and the kidneys (Fig. 3B).
While we could detect a constitutive expression of mmp-9 gene expression in normal tissues
from kidneys and the liver of wild-type mice, no mmp-9 expression was detected in normal or
tumor-bearing mmp-9-deficient mice. At necropsy, macroscopic examinations of mice injected
with the MMP-9-deficient cells showed that MMP-9-deficient mice had large tumors in liver,
spleen, and kidneys, comparable to that observed in wild-type hosts. This observation was
evident by histological analysis, which showed a severe infiltration of lymphoma cells in tissues

of these organs in MMP-9-deficient animals and in normal mice (Fig. 3C).

Overexpression of MMP-9 has been shown to promote the migration and invasion of cancer cells
in several experimental models?*?. This activity has been attributed at least in part to the ability
of MMP-9 to increase blood vessel formation by proteolytically degrading type IV collagen in

the basement membrane?®

. Recent studies using in vivo models have shown, however, that
inhibition of mmp-9 gene expression does not always results in the inhibition of tumor growth or

metastasis, as predicted from many studies conducted using in vitro experiments. For instance,

Deryugina et al.”” have observed that a substantial down-regulation of MMP-9 expression by
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siRNA increased intravasation and metastasis in vivo. These results are reminiscent to a certain
extent of those observed by Coussens et al.,”® who found that although MMP-9-deficient mice
crossed with K14-HPV16 mice developed fewer tumours, higher-grade carcinomas with a less
differentiated phenotype were found in MMP-9-deficient animals as compared to wild-types.
Few other cases also exist where expression of MMPs negatively correlates with cancer
progression. MMP-8-deficient mice have been shown to be more susceptible to 7,12-
dimethylbenz[a]anthracene (DMBA), to 12-O-tetradecanoyl-phorbol-13-acetate (TPA) and to
methylcholantrene (MCA) chemically-induced papillomas than normal mice®. Like MMP-8,
MMP-9 is also highly expressed by granulocytes, supporting the idea that MMP secreted by the
host, such as the immune cells, can be protective against different types of cancer *°. More
recently, Houghton et al. *! have also shown that MMP-12-deficient mice develop significantly
more pulmonary metastases than their wild-type counterparts, suggesting that macrophage-
derived MMP-12 may serve the host in some circumstances against tumor growth. The question
then remains why the lymphoma cells disseminate with efficiency in the liver, kidneys, and
spleen in total absence of MMP-9 since this enzyme has been associated with high grade
lymphomas? We propose that while MMP-9 is not essential for the development of primary
lymphoid tumors and the dissemination of lymphoma cells in peripheral tissues, elevated levels
of MMP-9 may nevertheless increase the tumorigenic potential of lymphoma cells. In the
present study, although mice injected with the mmp-9-deficient and wild-type T lymphoma cells
may have had some apparent differences in their tumorigenic potential when injected
intrathymically in normal or mmp-9-deficient mice, it has not been possible to directly compare
the aggressive behavior of these lymphoma cells since they were derived from different primary

tumors, thus expressing a distinct genomic profile, a scenario which is reminiscent of what we
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find in clinical situation. To determine the importance of MMP-9 alone in confering an
aggressive behavior will necessitate the use of specific clones overexpressing MMP-9and/or the
use of siRNA strategies against aggressive lymphoma cell lines expressing high levels of MMP-9
constitutively, and/or to determine whether MMP-9-deficient T lymphoma cells can evolve
toward an aggressive phenotype as efficiently as do lymphoma cells with an intact mmp-9 gene.

These experiments are currently in progress in our laboratory.

In conclusion, although the overall survival of mice was not affected by the absence of MMP-9
by the host, our results clearly show that leukemogenesis can occur in absence of MMP-9 and
that lymphoma growth and dissemination can occur in total absence of MMP-9, and this
deficiency does not alter the ability of tumor cells to invade peripheral sites, bringing up a
cautionary note in the use of selective MMP-9 inhibitors for the treatment of invasive cancer.
Thus although treatment with such inhibitors may at least partially overcome the aggressive
behavior of lymphoma cells mediated by elevated levels of MMP-9, our results suggest such
inhibitors will not be sufficient to completely eradicate the dissemination of lymphoma cells, and
that combinatorial therapy to achieve such goal. Finally, our results further provide a new model
to study the molecular mechanisms that distinguish the role of MMP-9 in different
microenvironments, and most importantly what the importance is of the source of MMP-9 in

tumor metastasis.
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FIGURE LEGENDS

Figure 1: Development of radiation-induced thymic lymphoma in wild-type versus MMP-9-
deficient mice. Groups of young normal (n = 6) and MMP-9-deficient (n = 6) C57BL/6 mice
received whole-body irradiation applied as 4 X 175 rads at weekly interval. Animals were
carefully monitored periodically for clinical signs of thymic lymphoma: i.e., runting, swelling of
the thorax and dyspnea. When moribund, mice were sacrificed, and thymic lymphoma was

confirmed and collected at necropsy, as previously described '%.

Figure 2: Generation of mmp-9-deficient lymphoma cell lines. (A) Genotype of MMP-9-
deficient T lymphoma cell lines (2325 cell line) showing the absence of the normal (N) allele in
wild-type C57BL/6 mice and the presence of the mutated (M) allele following the disruption of
the mmp-9 gene by the insertion of the neo cassette (neo) in the mmp-9-deficient mice and 2325 T
lymphoma cells derived from a thymic lymphoma from mmp-9-deficient mouse. Identical results
were obtained for the 2333 T lymphoma cells derived from another thymic lymphoma induced in
another mmp-9-deficient mouse (data not shown). (B) and (C) Effect of the mutation on the
ability of 2325 T lymphoma cells to express MMP-9 constitutively or following PMA as
compared T lymphoma cells (control: 164T2) derived from wild-type mice as measured by RT-
PCR and gelatin-zymography respectively. For PMA stimulation, cells were stimulated for 12
(RT-PCR) or 24 hrs (zymography) in serum-free medium at 50 nm and collected for analysis.
Controls also included cells incubated with medium alone. Similar results were obtained wit the
2333 T lymphoma cells (Data not shown). MW: molecular weight markers. (D) Tumorigenicity
of MMP-9-deficient lymphoma cell lines. Young syngeneic wild-type and MMP-9-deficient mice

were injected with wild-type cells (164T2) or both MMP-9-deficient cell lines intrathymically
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(i.t.) at a dose of 5 x 10° cells/lobe. When moribund, mice were killed and thymic lymphoma

confirmed at necropsy. These results are representative of two independent experiments.

Figure 3: Development of T cell lymphoma in mice in absence of MMP-9, (A) Histogram
showing the mean survival times (MST) of normal and MMP-9-deficient mice following
intravenous injection of mmp-9-deficient (upper histogram) or wild-type (lower histogram) T
lymphoma cells. (B) Undectable mmp-9 gene expression in lymphoid tumors induced peripheral
organs (e.g. kidneys and liver) by injection of mmp-9-deficient T lymphoma cells. Constitutive
expression of MMP-9 in wild-type mice was observed in both liver and kidneys (Normal lanes)
but not in normal or tumor-bearing mmp-9-deficient mice. The data are representative of at least
10 individual analyses of tissues of mice injected with either 2325 or 2333 mmp-9-deficient lines.
Extracts from 164T2 cells stimulated with 50 nm PMA was used as a positive control for the
detection of mmp-9 gene expression by RT-PCR analysis. (C) Histological analysis of the liver
and kidneys of normal and MMP-9-deficient mice injected intravenously with 107 2325 MMP-9-
deficient lymphoma cells. The slides show extensive infiltration of T lymphoma cells in the
perivascular areas of the liver and in the parenchyma of the kidneys in MMP-9-deficient animals.
Similar results were obtained with the 2333 mmp-9-deficient lymphoma cell line (Data not

shown).
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Figure 2
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Chapitre III

Discussion générale
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Discussion et conclusions

La MMP-9 dans le cancer

Nos travaux sont les premiers 4 démontrer que la présence de la MMP-9 n’est pas essentielle au
développement de lymphome thymique et & la dissémination de ces derniers aux organes
périphériques. Notre étude a permis de démontrer le role de la MMP-9 dans la dissémination des
LNH a partir de modeles de souris « knock out», un modéle d’étude fort utile qui a été
récompens¢ cette année par I’attribution du prix Nobel de médecine et physiologie au Professeur

Mario Capecchi et ses collégues (http:/nobelprize.org/nobel_prizes/medicine/laureates/2007/index.html).

Comme il en a été question précédemment, bien des raisons font que la MMP-9 soit ciblée dans
la lutte au cancer, étant associée 4 la majorité des processus de progression néoplasique du
lymphome et de la plupart des types de cancers, principalement dans I’angiogénése, I’invasion et
la métastasie aux organes secondaires (Huang et al., 2002) (Van de Broek et al., 2004). Le
clivage et la libération du VEGF de la matrice extracellulaire est le principal réle de la MMP-9
dans I’angiogénese alors que la capacité de la MMP-9 A cliver le collagéne de type IV,
composante importante des membranes basales, expliquerait son rdle dans 1’invasion. La MMP-9
jouerait aussi un rdle dans la métastasie par sa capacité 4 perméabiliser les barrieres que
représentent les tissus endothéliaux ainsi que par divers roles pro-métastatiques au sein du tissu
secondaire, notamment sur les systémes immunitaire et inflammatoire. Plusieurs des études qui se
sont penchées sur le role de la MMP-9 dans les diverses néoplasies, dont le LNH, suggérent
¢galement qu’il existe un lien entre le niveau d’expression de la MMP-9, un mauvais pronostic
chez les patients et des lymphomes de grades plus agressifs. Il a aussi ét¢ démontré que la MMP-
9 dans ’environnement péritumoral provient a la fois de la tumeur et des cellules inflammatoire

stromales.

Les roles donnés & la MMP-9 dans la carcinogénése au cours des derniéres années a4 eu comme
effet de multiplier les effort afin de trouver des inhibiteurs capable de stopper I’action de cette
MMP dans la progression néoplasique. Les premiers inhibiteurs bloquaient I’activité de
nombreuses MMP 4 la fois, causant des effets non désirés importants. Par exemple, le Batimastat,

inhibiteur a large spectre, montrait une propension a augmenter la métastasie au foie plutdt que
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de la diminuer dans un modéle de carcinome chez les souris dites « nudes » (Della Porta et al.,
1999) ainsi que dans un modeéle de lymphome T chez les souris DBA/2 (Kruger et al., 2001). La
succession des différentes générations d’inhibiteurs de MMP produisit des inhibiteurs de plus en
plus spécifiques permettant I’inhibition mieux ciblées de MMP particuliéres sans nuire aux
fonctions des autres MMP dans 1’organisme. Les inhibiteurs plus spécifiques &8 MMP-9 tels que
IAG 3340, le Ro 28-2653 et le Ro 206-0222 réduisent ainsi de facon plus importante la
meétastasie au foie dans le modele de lymphome T murin que les inhibiteurs a large spectre (Arlt
et al., 2002), possiblement via I’inhibition de 1’angiogénése (Sang, 1998). Arit et al. démontraient
ainsi que la hausse du pouvoir sélectif des inhibiteurs face 4 la MMP-9 dans les modéles murins
de carcinome et lymphome T pouvait diminuer la métastasie au foie (Arlt et al., 2002). De la
méme fagon, Kriiger et al. publiaient en 2005 que le SB-3CT, un inhibiteur de nouvelle
géneration encore plus spécifique pour la MMP-9, ne semblait pas interagir avec d’autres MMP
(Kriiger ef al., 2005). Cet inhibiteur diminue les foyers métastatiques hépatiques induits par des
lymphomes T jusqu’a 70%, plutdt que de les augmenter comme le Batimastat. La thérapie par
inhibiteurs de MMP-9 semblait donc une idée pertinente et prit dés lors de I’ampleur dans le
domaine de la recherche contre le cancer. Cependant, les présents résultats démontrent que cette

avenue, dans le traitement du cancer, est vouée a 1’échec.

Insucces cliniques des inhibiteurs de MMP et MMP-9 dans le traitement du cancer

Quoique des résultats encourageant aient été obtenus dans les modeles animaux, les essais
cliniques effectués avec des inhibiteurs de MMP ont toujours donné des résultats décevants dans
Pinhibition de la croissance et du développement néoplasique. De plus, les inhibiteurs de MMP
produisent des effets secondaires importants, sans augmenter I’espérance de vie des patients (Arlt
et al., 2002). La sélectivité des inhibiteurs de MMP-9 a souvent été mise en cause pour expliquer
les résultats décevants obtenus dans les études cliniques. Beaucoup de groupes, encore
aujourd’hui, tentent de trouver des inhibiteurs toujours plus sélectifs pour la MMP-9, présageant
qu'une hausse de la sélectivité pour MMP-9 permettra un meilleur ciblage de Ieffet
thérapeutique et aura moins d’effets néfastes pour le patient. Un deuxiéme probléme majeur avec
les inhibiteurs de MMP se situent au niveau des connaissances limitées concernant les

interactions des MMP entre elles et leur intervention dans les divers processus pysiologiques
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normaux et pathologiques. Cet aspect représente encore aujourd’hui un obstacle de taille pour les
chercheurs dans la prévision des effets possibles de I’inhibition des MMP. L’utilisation de
modeles transgéniques/knock-out de MMP représente une alternative intéressante dans ce
contexte afin de déterminer si la surexpression ou la diminution de MMP altére de fagon
significative le déroulement d’une maladie et si des mécanismes compensatoires peuvent
intervenir. Il est en effet important de prendre en compte que le risque de réactions croisées entre
les inhibiteurs de MMP et d’autres constituants du métabolisme reste présent malgré
’augmentation de la spécificité de I’inhibiteur pour une MMP en particulier. Par exemple, Nuti et
al. montrent que les inhibiteurs de MMP de type « sulfonylated hydroxamates », inhibant
uniquement les gélatinases MMP-9 et MMP-2, inhibent également des membres de la famille
d’enzymes dites « Carbonic Anhydrase, ou CA » impliquée dans la régulation du pH, la sécrétion
d’électrolytes, la respiration et les réactions de biosynthése impliquant la formation de CO, , ainsi
que la calcification et la résorption des os (Nuti et al., 2007). Les effets observés par ces
inhibiteurs ne sont donc pas uniquement en corrélation avec I’inhibition de la MMP-2 et de la
MMP-9. Les lourds effets secondaires persistants provoqués par la prise d’inhibiteurs de MMP

soulévent donc plusieurs questions face & ce type de traitement.

L’inhibition d’une MMP ne garantit pas I’inhibition des processus auxquels elle participe dans
organisme. Le fait qu’il existe aujourd’hui plus de 10 types différents de souris déficientes en
MMP qui soient viables, dont les MMP-2 (Itoh et al., 1998), MMP-3 (Mudgett et al., 1998),
MMP-7 (Wilson et al., 1997), MMP-9 (Dubois et al., 1999) et MMP-12 (Shipley et al., 1996),
exception faite de MMP-14, MT1-MMP (Atkinson et al., 2005) (Irie et al., 2005) sur les 25
MMP connues démontre que les MMP, bien qu’importantes dans I’embryogénése et le
développement physiologique post-natal, possédent des mécanismes de redondance et de
compensation entre-elles leur permettant de prendre le relais et de remplir, du moins en partie, les
réles de la MMP absente (Greenlee ef al., 2007). La redondance chez les MMP s’explique en
grande partie par leurs similitudes structurelles (voir section 3: les MMP) et s’exprime
principalement par le chevauchement des substrats que ces protéases peuvent cliver. La
redondance des substrats se voit d’abord entre les membres d’une méme classe de MMP
(gélatinases, collagénases, etc.) dont les substrats sont, pour la plupart, partagés par plusieurs

protéases. Ce chevauchement de substrats se retrouve également entre les diverses classes de
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MMP, par exemple, la MMP-9 posséde la capacité de cliver plusieurs types de collagéne, la
plupart étant aussi des substrats des collagénases. Il y a donc « prise en charge » du clivage de la
plupart des substrats d’'une MMP, malgré son absence. De plus, les régions promotrices des
différentes MMP sont également semblables dans la majorité des cas, bien que certaines, comme
la MMP-9, possédent des promoteurs beaucoup plus complexes, par leur nature inductible. Ainsi,
leur expression répond souvent aux mémes facteurs de transcription (NF-xB, AP-1, SP-1, etc.),
ce qui peut expliquer, du moins en partie, que dans un KO, la déficience en une ou plusieurs
MMP soit compensée par 1’expression d’autres MMP répondant aux mémes stimuli. Ainsi, les
anomalies observées a la naissance chez les souris déficientes pour MMP-9, chez qui
Pangiogénése et le développement des os longs sont légérement déficients, se résorbent quelques

semaines apres la naissance (Vu et al., 1998), probablement grice a ces phénoménes.

Bien sir, la redondance des MMP n’est pas applicable & toutes les situations. Si on s’en tient, par
exemple, a I’activation du systéme immunitaire, I’inhibition de MMP-2 diminue grandement
Pinfiltration d’€osinophiles malgré la présence de MMP-9 (Corry ef al., 2004). A ’inverse, dans
un autre modele d’allogreffe pulmonaire, 1’alloréactivité des lymphocytes T est induite par la
MMP-9 mais pas par la MMP-2 (Fernandez et al., 2005), montrant que ces deux MMP, bien que
trés semblables, possédent des mécanismes de compensation limités I’une envers 1’autre. De plus,
les effets compensatoires et redondants des MMP observés en conditions normales sont souvent
inadéquats lorsque observés en situation pathologiques (Corry et al., 2004) (Li et al., 2004)
(McMillan et al., 2004). 11 faut noter également que les MMP ne sont pas toutes exprimées dans
les méme tissus et sécrétées par les mémes populations cellulaires dans ’organisme (Corry et al.,
2004) (Masumoto et al., 2005), ce qui limite également les mécanismes compensatoires. Par
contre, sur ce point, de nombreux articles ont rapporté que plusieurs MMP sont sur-exprimées par
les tumeurs et les cellules stromales péritumorales, ce qui renforce ainsi les phénoménes
compensatoires des ces derniéres dans ’espace péritumoral, outrepassant le caractére tissu-
speécifique de plusieurs MMP. 1l est donc possible que de tels mécanismes soient entrés en jeu
pour compenser ’ablation génétique de la MMP-9 dans les lymphomes et dans les cellules
péritumorales afin de permettre le développement de lymphomes primaires et la dissémination en
absence totale de MMP-9. Nonobstant cette possibilité, nos résultats démontrent clairement que

des interventions thérapeutiques visant spécifiquement la MMP-9 ne pourraient empécher le
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développement de lymphomes et leur dissémination. Toutefois, nos résultats antérieurs de méme
que ceux obtenus par d’autres groupes démontrant que la surexpression de la MMP-9 accélére la
dissémination des cellules cancéreuses, dont celles des lymphomes, laissent envisager que de tels
traitements pourraient néanmoins étre efficaces pour ralentir la progression de la maladie ou dans

un contexte de thérapie combinée.
Effets pléiotropiques de la MMP-9

L’inhibition de MMP dans la lutte contre le cancer pose un autre probléme majeur. En effet, la
majorit¢ des MMP ont des effets pléiotropiques dans 1’organisme : étant protectrices dans
certains cas et nuisibles dans d’autres, selon le tissu, le métabolisme et le modeéle pathogénique
observé (Parks et al., 2004). L’inhibition de MMP risque donc fortement de produire plusieurs
effets paralléles a ceux désirés. Par exemple, MMP-11 augmente I’implantation et la survie des
cellules cancéreuses dans I’environnement stromal (Boulay et al., 2001) mais chez les souris
déficientes en MMP-11, il y a prédisposition de ces derniéres aux cancers des glandes
mammaires (Andarawewa et al., 2003). Le méme effet est observé pour MMP-3 (McCawley et
al., 2004) MMP-7 (Andarawewa et al., 2003) et MMP-9, connue pour promouvoir le carcinome
mammaire (Sternlicht ef al., 2000), mais dont I’ablation prédispose aux carcinomes de la peau
(McCawley et al., 2004). Malgré les données de la littérature associant fortement la MMP-9 a
I’angiogénése tumorale et & la métastasie, il est important de prendre en considération
I’implication de la MMP-9 dans une multitude de processus physiologiques normaux essentiels
tels que I'immunité, I’inflammation, et la réparation tissulaire (comprenant la néo-angiogénése).
L’inhibition de la MMP-9 risque donc de mettre en péril le bon fonctionnement de plusieurs
processus métaboliques de premiére importance chez le patient. La prise & long terme
d’inhibiteurs de MMP ou d’autres enzymes homéostasiques lors de maladies inflammatoires
chroniques risque notamment d’induire des processus de fibrose au sein des tissus inflammés (Hu
et al., 2007). De plus, la MMP-9 peut s’avérer anti-angiogénique sous certaines conditions,
principalement en produisant les fragments anti-angiogéniques tels que I’angiotensine, la
tumstatine, etc (voir section 4 : MMP-9) (Nelson et al., 2000). Cette protéase exerce donc des
effets protecteurs non négligeables pour 1’organisme (de Visser et al., 2006). La MMP-9 exerce

des fonctions protectrices entre autres dans certains tissus de 1’organisme, notamment les voies
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respiratoires, ol son inhibition diminue de fagon importante la migration des cellules

inflammatoires, prédisposant ainsi & plusieurs maladies respiratoires graves (Cataldo et al., 2002).

Modele présent : Effet de ’absence partielle ou totale de la MMP-9 dans un modéle in vivo

de lymphome T non hodgkinien

Tel que mentionné dans 1’article présenté ici, le régime leucémogénique du modéle de Kaplan
appliqué aux souris déficientes en MMP-9 s’est avéré utile pour la génération de lignées
cellulaires de lymphomes T déficientes en MMP-9. Les temps de latence entre le régime
leucémogénique et I’apparition des lymphomes T est comparable entre les deux types de souris et
les lignées cellulaires déficientes en MMP-9 (KOM9-2325 et KOM9-2333) conservent leur
potentiel métastatique et leur capacité a induire le lymphome lorsqu’elles sont injectées de fagon
intraveineuse, tant chez les souris C57BL/6 que C57BL/6-KOMMP-9. A partir de ces lignées et
des souris déficientes en MMP-9 (C57BL/6-KOMMP-9), il nous a été possible de déterminer
Peffet de ’absence (partielle ou totale) de MMP-9 dans un systéme tumeur — hote de lymphome
T non hodgkinien. Une observation majeure de notre étude est que le tropisme métastatique du
lymphome T n’est pas altéré par la déficience en MMP-9, tant chez la souris normale que chez la
souris déficiente en MMP-9, c’est-a-dire que des métastases sont apparues au foie, a la rate et aux
reins. Le présent modele confirme donc qu’il y a bel et bien progression néoplasique et
métastatique de fagon comparable, pour le lymphome T non hodgkinien, en situation normale, en
présence de MMP-9 seulement chez le lymphome ou seulement chez I’héte, ainsi qu’en totale
absence de MMP-9 dans le systéme. De plus, I’absence de MMP-9 ne produit pas de différence
significative dans le taux de survie moyen des souris injectées ainsi que dans ’infiltration et la

métastasie aux organes secondaires.

En résumé, le développement et la métastasie du lymphome T n’est pas perturbé de fagon
significative par l’absence partielle ou totale de MMP-9, du moins dans notre modéle
expérimental. A partir de ces résultats, il est ainsi possible de conclure que, bien que la
surexpression de la MMP-9 augmente le pouvoir tumorigénique du lymphome T, tel que
mentionné dans une pléiade d’études diverses discutées précédemment, elle n’est pas essentielle

a Pinduction de tumeurs lymphoides primaires et a la dissémination de lymphomes T dans
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les organes secondaires. Par ailleurs, il est important de noter que ’agressivité des lignées de
lymphome T de type sauvage et déficient en MMP-9 ne peuvent ici étre comparées directement
puisqu’elles découlent de tumeurs différentes et ne possédent donc pas le méme profil
génomique. La réintroduction par vecteur d¢ MMP-9 dans les lignées déficientes en MMP-9
permettrait de comparer directement la différence de pouvoir tumorigénique/métastatique
imputable 8 MMP-9 en suivant le développement du lymphome avec, par exemple, KOM9-
2325/vecteur-vide versus KOM9-2325/vecteur-MMP-O.

Pertinence des inhibiteurs de la MMP-9 dans la lutte au lymphome T non hodgkinien

Comme cette étude démontre que la leucémogénese, la croissance et la dissémination du
lymphome T peuvent survenir en totale absence de MMP-9 et posséder les mémes pouvoirs
invasif et métastatique qu’en présence de la MMP-9, il parait logique de suggérer que ’utilisation
d’inhibiteurs de la MMP-9 semble inappropriée pour arréter la progression néoplasique.
L’inhibition de la MMP-9 pourrait tout au plus ralentir la progression dans les premiers stades de
la croissance du lymphome T. Cela pourrait expliquer qu’ ce jour, aucun inhibiteur de la MMP-9
testé in vivo dans des modeles de lymphome T n’ait réussi & inhiber totalement la métastasie.
Bien que les études in vitro semblent montrer que I’inhibition de la MMP-9 bloque la croissance
tumorale et la métastasie, les récentes études in vivo tendent plutdt & démontrer que ce n’est pas
toujours le cas. Par exemple, certaines études montrent que la diminution de I’expression de la
MMP-9 augmente I’intravasation et la métastasie in vivo (Deryugina et al., 2005) et que
I’absence de MMP-9 réduit la survie des cellules métastatiques au cours des stades précoces de
développement mais n’influence pas la croissance des foyers métastatiques établis (Acuff ef al.,
2006). De plus, bien que plusieurs études montrent que les souris déficientes en MMP-9
produisent moins de métastases que les souris normales (Ram et al., 2006) (Black et Dinner,
2007), les tumeurs et métastases qui s’y développent sont de grades plus élevés et de phénotypes
moins différenciés que dans les carcinomes observés en présence de MMP-9 (Coussens et al.,
2000). Finalement, Hamano et al. ont démontré que, bien que similaire dans les premiers stades
de croissance, les tumeurs se développaient significativement plus rapidement en absence de
MMP-9 dans les stades plus avancés, différence attribuée a I’absence des fragments bioactifs

anti-angiogéniques produits habituellement par la MMP-9 (Hamano Y 2003).
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La mise au point d’inhibiteurs de la MMP-9 de plus en plus spécifiques permettra peut-&tre un
jour de produire des molécules aux effets secondaires minimes pouvant étre utilisés en
combinaison avec d’autres molécules dans le traitement de certains cancers. De plus, bien que
montrant ici des effets limités sur I’inhibition de la progression néoplasique, des inhibiteurs de
MMP-9 sans effets secondaires importants pourraient s’avérer utiles dans le traitement de
plusieurs maladies inflammatoires chroniques, vasculaires et auto-immunes, maladies dans

lesquelles la MMP-9 joue également un rdle de premier plan lors du développement.

En conclusion, un fait demeure sur lequel la grande majorité des groupes d’études s’entendent en
ce qui a trait & 'usage des inhibiteurs de MMP, et particuliérement de la MMP-9, dans le
traitement du cancer ou d’autres maladies humaines : il est essentiel de mieux comprendre la
biologie des MMP, leurs interactions entre-elles, leurs mécanismes de redondance et de
compensation, leurs roles pléiotropiques au sein de ’organisme, mais surtout le role exact de
chacune d’elle dans la maladie traitée afin de pouvoir comprendre 1’étendue des effets de leur
inhibition sur I’organisme du patient et ainsi de mieux peser le pour et le contre qu’implique leur
inhibition dans le traitement de la maladie (Arlt ez al., 2002) (Coussens et Werb, 2002) (Kriiger et
al., 2005) (Black et Dinner, 2007) (Greenlee et al., 2007) (Hu et al., 2007).
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Prevlous studles have shown that high levels of MMP-9 can be
detected In the serum of patients wlth varlous lymphold
mallgnancles and In leukemlanymphoma culture supernatants.
Indeed, aggresslve forms of lymphoma constltutlvely produce
MMP-9 and lIts elevated levels In the serum or In tissues
correlate with advanced stage and poor patient survival. In
vitro, MMP-9, which Is also produced by the host perltumoral
cells In response to the presence of tumors,plays an Important
role In migration of tumor cells through artlficlal basement
membranes or endothelial cens. In this study, usihg MMP-9-
deficient mice, we show that absence of MMP-9 does not
prevent the development of primary T-cell leukemla. Further-
more, MMP-9-deflclent cell Unes retalned thelr tumorlgenic
potentlal, as shown by thelr abllity to Induce thymie lymphoma
In young syngenelc wlld-type animais.In addition, these MMP-
9-deflclent tumor cells disseminate In normalmice,or mice that
are deficient for MMP-9, Indicating that tumor growth and
dissemination can occur In total absence of MMP-9. These
results show for the flrst time than lymphoma growth can occur
In totalabsence of MMP-9 and have consequences for therapy
of Invasive cancers with Inhlbltors of MMPs.

Leukemisadvance online publication, 6 September 2007;
doi:10.1038/sj.leu.2404936

Keywords: T-cellleukemia; thymie lymphoma; MMP-9; knockout
mice

Introduction

Matrix metalloproteinases (MMPs) have been recognized as
extracellular enzymes that faveur the development of cancer by
enhancing escape of individual tumor cells from the primary
tumor and the growth of metastasis.® For these reasons, severa!
strategies have been developed to inhibit their expression or
enzymatic activity in different types of cancer.* The failure of
these strategies have often been attributed to the complexity of
MMP expression pattern since in many types of cancer, MMPs
are expressed by bath the cancer cells and cells from the host.5-"
In vitro and in vivo studies have reported that an elevated
expression of MMP-9 correlates with clinically aggressive
tumors, including high-grade non-Hodgkin's lymphomas
(NHL).B-9 NHL patients with high levels of MMP-9 in their
tissues have a significantly worse prognosis than patients who
do not express MMP-9.° MMP-9 expression is also markedly
increased in high-grade Burkitt's cell lines and in primary
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T-leukemic cells derived from adult T-cell leukemia patients, Pl

suggesting that overexpression of MMP-9 in HTLV-1- infected
T-leukemic cells or lymphoma cells is responsible for the
invasiveness of these cells in peripheral organs. These observa-
tions in the human are correlated with results obtained in
experimental mouse models. For instance, abnormally high
levels of MMP-9 have been found in radiation-induced thymie

lymphomas and in the serum of T lymphoma-bearing mice.'?

Moreover, overexpression of MMP-9 in T-Irmphoma cells
accelerates the growth of thymic lymphoma! and treatment
with gelatinase inhibitors has been found to significantly reduce
the number and the growth rate of experimental metastases
induced by injection of T-lymphoma cells into normal mice.**

Nevertheless, clinical trials with  MMP inhibitors have been
frustratingly negative, because of their unselectivity and the
ignorance of the complete biology of any MMP member. In
addition, whether lymphoma growth or disseminatibn can occur
in total absence of MMP-9 remains untested to date.

Materials and methods

Animais

Male and female MMP-9-deficient, in which the exons and
corresponding introns 3-7 and about half of exon 8 (2067 bp
total) were deleted and replaced by the neomycine resistance
gene (neo; 1840 bp),*® were backcrossed for at least eight
generations into a C57BU6 background, and wild-type C57BU6
were bred in our animal facility and maintained under specifie
pathogen-free conditions in accordance with institutional
guidelines. Ali animal studies were approved by the Institutional
Animal Care and Use Committee.

Radiation-induced T-thymic lymphoma

For thymie lymphoma induction, 4- to 8-week-old normal and

MMP-9-deficient C57BU6 mice received a whole-body leuke-
mogenic X-ray treatment of 4 x 175 rad at a rate of 25 radmin !
at weekly intervals. When moribund, mice were killed and

thymie lymphoma was confirmed at necropsy as previously

described. *°

Culture of cel/ /ines and reagents

The mouse T-lymphoma cellline 164T2 was established in our
laboratory from radiation-induced primary T-cell lymphomas in

C57BU6.Y" Flow cytometric analysis of these cells, as ell as
those of the 511 variant, showed thalbath celis express LFA-1,
CD31, CD62L, CD90, ICAM-1, ICAM-2, but not cx4pl. They ali
express CD3t: and the TcRexp, as weil as the gp70 and the TL
antigen.18 Ali cells were maintained in RPMI-1640 complete
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