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Résumé général

La famille des métalloprotéases de la matrice (MMP) suscite depuis longtemps un grand
intérét dans le domaine de la recherche sur le cancer. Sur la base de leur haut niveau
d’expression au sein des tissus cancéreux ainsi que de leurs activités pro-tumorales
variées, les MMP ont déja été identifiées comme cibles thérapeutiques dans la lutte contre
le cancer. Le récent échec d’inhibiteurs a large spectre des MMP en études cliniques a
cependant semé un doute sur la validité de I’inhibition thérapeutique des MMP; un
consensus se dégage maintenant au sein de la communauté scientifique sur la nécessité de
caractériser en détail le patron d’expression et les activités de chaque MMP et ce, aux
différents stades de progression des cancers. Dans le cas des lymphomes non-
Hodgkiniens (LNH), les travaux de caractérisation de I’expression et de la fonction des
MMP publiés a ce jour ont été presque qu’exclusivement orientés vers I’étude de MMP9
et MMP2; cependant, d’autres MMP, dont les stromélysines MMP3 et MMP10, sont

susceptibles d’influencer la progression des LNH.

Les travaux de recherche dont fait état la présente thése visaient a caractériser la
régulation de I’expression de MMP3 et MMP10 dans les LNH, de méme que leur role au
sein du processus de croissance tumorale des LNH. Ces travaux ont permis d’établir que
P’expression des stromélysines MMP3 et MMP10, qui sont habituellement sécrétées par
les cellules stromales, peut également étre induite dans les cellules lymphomateuses,
notamment par contact intercellulaire; I’expression de MMP10 est également induite par
P’exposition a certaines cytokines. Cette expression de MMP3 ou de MMPI10 par les
cellules lymphomateuses augmente leur capacité de migration 4 travers la matrice
extracellulaire et module la croissance du lymphome, de fagon dépendante du site de
croissance tumorale. Ainsi, dans la région du thymus, qui constitue le site primaire de
croissance tumorale dans notre modele murin de LNH, I’expression de MMP3, MMP9 ou
MMPI10 par les cellules lymphomateuses accélére la croissance tumorale; & 1’opposé,
I’expression de MMP10 ou encore de MMP9 par les cellules lymphomateuses retarde la
croissance des tumeurs lymphomateuses dans la région sous-cutanée. Cette apparente

dualité dans le rdle de MMP9 et MMP10 dans la croissance du lymphome en différents



sites anatomiques est reliée a la présence de lymphocytes, puisque les tumeurs dérivant de
cellules lymphomateuses surexprimant MMP9 ou MMP10 croissent plus rapidement chez
des souris ne produisant pas de lymphocytes matures que chez des souris

immunocompétentes.

Nos résultats mettent en évidence une expression ponctuelle et localisée des
stromélysines, qui dicte leur r6le sur la progression du lymphome; ce role dépend en effet
du microenvironnement ou les tumeurs croissent. En outre, ces données nouvelles qui
documentent un rdle anti-tumoral des MMP fournissent une explication au manque
d’efficacité des inhibiteurs a large spectre des MMP en tests cliniques et suggérent au
contraire qu’il pourrait étre bénéfique pour certains patients de favoriser I’expression

et/ou I’activité de MMP particuliéres.

xi



CHAPITRE 1

Revue de littérature



1.1 Les lymphomes non-Hodgkiniens

1.1.1 Introduction

Les lymphomes constituent un groupe hétérogéne de néoplasmes caractérisés par la
transformation néoplasique de cellules lymphoides. Plus spécifiquement, les types
cellulaires qui donnent naissance aux lymphomes sont les lymphocytes T ou B, mature ou
immatures, ou trés rarement des cellules NK (Natural Killer). Les lymphomes
s’apparentent ainsi aux leucémies, ces derniéres étant caractérisées par la prolifération de
cellules cancéreuses d'origine lymphoide et myéloide. Les lymphomes se divisent en deux
catégories: le lymphome Hodgkinien classique (ou maladie de Hodgkin) et les

lymphomes non-Hodgkiniens (LNH).

Le lymphome Hodgkinien représente 1’un des lymphomes les plus fréquents en Amérique
du Nord et en Europe. Dans ce type de lymphome, les cellules néoplasiques sont des
lymphocytes B immatures”, de phénotype CD15%, CD30%, CD19, CD20°® qui
présentent dans 96% des cas un réarrangement monoclonal du géne des
immunoglobulines® 4. Le diagnostic de la maladie de Hodgkin est facilité par I’analyse
histologique, qui révéle la présence de deux types cellulaires tumoraux & morphologie
particuliere: de grosses cellules multinucléées appelées cellules de Reed-Sternberg et des
cellules mononucléées appelées cellules de Hodgkin. De plus, les cellules de Reed-
Sternberg et de Hodgkin sont entourées d'un grand nombre de lymphocytes, de
plasmocytes, d’histiocytes et d’éosinophiles, qui lorsque rassemblés constituent plus de
90% de la masse tumorale. Enfin, contrairement i un grand nombre de LNH, le
lymphome Hodgkinien tend & former des tumeurs isolées et trés localisées, qui croissent
relativement lentement. Par conséquent, le taux de réussite des traitements anti-cancéreux
conventionnels est excellent: on observe une rémission compléte des patients neuf fois sur

dix apres les premiers traitements et les rechutes sont rares®.

Par opposition aux lymphomes Hodgkiniens, les LNH sont pour la plupart aggressifs
(croissance tumorale rapide, tumeurs disséminées) et le taux moyen de survie associé aux
LNH pour la période de 5 ans suivant le diagnostic est d’environ 50%®. Précisons

toutefois que la famille des LNH regroupe une grande variété de lymphomes, & cellules B



ou T, ou exceptionnellement & cellules NK; la présentation clinique des différents LNH,
de méme que leur pronostic, varient considérablement. Cette diversité des LNH est
associée avec une multiplicité de facteurs étiologiques, dont la susceptibilité génétique,

certains agents infectieux et un état d’immunodéficience congénital ou acquis”.

1.1.2 Réarrangements chromosomiques associés aux LNH

Un large éventail d'anomalies génétiques peuvent induire et/ou contribuer & la
transformation progressive d'une cellule normale en une cellule néoplasique. Certaines
anomalies chromosomiques spécifiques sont ainsi liées & un type particulier de cancer.
Les plus fréquentes sont les translocations chromosomiques aboutissant & la dérégulation
de I'expression d'un géne normal ou a la synthése d'une protéine de fusion oncogénique
possédant des éléments de séquences de deux protéines normales. Les produits normaux
des génes impliqués dans les réarrangements chromosomiques interviennent dans de
nombreux processus cellulaires®, dont la prolifération et le cycle cellulaire, I'apoptose et

la signalisation cellulaire (en particulier les protéines a activité tyrosine kinase).

Des études cytogénétiques ont démontré que la plupart des LNH présentent des anomalies
chromosomiques et que certaines translocations récurrentes sont associées a des profils
histologiques et immunologiques spécifiques®. Ces translocations sont représentées
clonalement dans les tumeurs de lymphomes non-Hodgkiniens, dont le génome est
relativement stable par comparaison avec plusieurs autres types de cancers ol prédomine
une instabilité génomique!'?. De facon similaire & la plupart des autres types de cancer,
les translocations associées aux LNH entrainent 1’activation de proto-oncogénes ou

D Les prototype de ces translocations

I’inactivation de génes suppresseurs de tumeurs
sont les t(8;14), t(2;8) et t(8;22) du lymphome de Burkitt, qui activent l'expression du
géne MYC localis¢ en 8q24, sous le contréle de différentes régions enhancer des
immunoglobulines et aboutissant a la formation des protéines de fusion IgH-MYC, Igk-
MYC et IgA-MYC, respectivement'” ', Le proto-oncogéne ¢-MYC est un facteur de
transcription impliqué dans la prolifération cellulaire qui, lorsque surexprimé aprés
réarrangement chromosomique, favorise la prolifération des cellules pré-

lymphomateuses.



Une autre translocation classique des LNH, cette fois associée aux lymphomes
folliculaires, implique le proto-oncogéne Bcl-2, localisé en 18q21, qui code pour une
protéine mitochondriale impliquée dans la régulation de l'apoptose. La translocation
t(14;18) associe Bcl-2 avec le géne des chaines lourdes des immunoglobulines; la
surexpression de la protéine Bcl-2 qui en résulte accroit les capacités de survie des
cellules présentant la translocation, leur permettant d’accumuler davantage d’altérations
génétiques et de progresser vers le phénotype cancéreux. Ce géne peut également Etre
associé avec les génes des chaines légéres des immunoglobulines kappa et lambda dans
les translocations t(2;18) et t(18;22) respectivement, présentes dans diverses proliférations

lymphoides de la lignée B!,

Pour de nombreux cancers, la présence de translocation spécifique est importante pour le
diagnostic et le pronostic et cette information a un impact direct sur la thérapie’”). De
plus, la découverte de ces anomalies chromosomiques conduit 4 l'identification de

nouveaux génes qui pourraient jouer un role dans la leucémogenése.

1.1.3 Incidence

Selon les données de I’Institut National du Cancer du Canada, disponibles dans le

document « Statistiques canadiennes sur le cancer 2003» (www.cancer.ca), il y aurait eu
6400 nouveaux cas de LNH au Canada en 2003, ce qui représente 4,6 % des 139 900
nouveaux cas totaux de cancer. Parallélement, il y aurait eu 2800 décés associés aux
LNH, soit 4,2 % de I’ensemble des décés reliés au cancer. De plus, & la différence de la
plupart des autres types de cancer, les taux d’incidence et de mortalité associés aux LNH
sont en progression en Amérique du Nord. Ces augmentations seraient attribuables a la
fois &4 des augmentations réelles du nombre de cas et 4 une amélioration de la détection et
de la classification des LNH. Ainsi, d’aprés les estimations, le nombre de nouveaux cas
de LNH a plus que triplé au cours des trente derniéres années chez les hommes comme
chez les femmes. De fagon similaire, le nombre de décés attribuables aux LNH chaque

année a triplé au cours des trente derniéres années.



Les taux d’incidence des LNH au Canada et aux Etats-Unis sont intermédiaires parmi les
autres régions monde. Les taux pour l’année 2000 étaient faibles en Asie (10,3%),
moyens en Australie-Nouvelle Zélande (14,4%), en Amérique du Nord (16%) et en
Afrique (19,2%) et élevés en Europe (37%). Ces variations internationales reflétent une
variation réelle associée a 1’exposition & certains facteurs de risque mais également, des

différences dans I’exhaustivité des rapports des organismes responsables.

Au Canada en 1998, parmi l’ensemble des cas adultes de LNH, les lymphomes B
représentaient prés de 90% des cas totaux. Pour leur part, les lymphomes T représentaient
8% des cas totaux et la presque totalité d’entre eux faisait partie de la classe des
lymphomes T périphériques. Le pronostic des lymphomes T est généralement moins

favorable que celui des lymphomes BU& D,

1.1.4 Stades d'évolution

L’évaluation rigoureuse du stade d’évolution des LNH au moment du diagnostic est
cruciale afin d’établir le pronostic des patients et de choisir une thérapie adéquate. Il est a
noter que les LNH sont plus susceptibles que les lymphomes Hodgkiniens & étre
disséminés au moment du diagnostic. Par ailleurs, I’état de santé¢ général du patient
influence également le pronostic et la planification du traitement. L’Index
International™®, un outil quantitatif pour I’attribution du pronostic des patients atteints
d’un LNH, a été congu spécifiquement pour mieux évaluer les patients présentant des
tumeurs disséminées au moment du diagnostic et est basé sur différents critéres tels I'age,
le niveau sérique de lactate déshydrogénase et le nombre d’organes ou sites atteints. Un
portrait précis de 1’état de santé général du patient permet ultimement d’établir une

stratégie thérapeutique personnalisée adéquate.

1.1.5 Traitements

1.1.5.1 Thérapies actuelles

Les thérapies anti-cancéreuses conventionnelles (radiothérapie, chimiothérapie) peuvent
constituer des traitements de premiére ligne adéquats pour les patients souffrant de LNH.

La radiothérapie, qui consiste en un schéma posologique de rayon-X dirigés sur une



région corporelle bien définie, est parfois administrée dans le but de réduire la taille de la
tumeur avant I’ablation chirurgicale. Elle peut aussi étre administrée aprés la chirurgie,
pour réduire le nombre de cellules tumorales résiduelles dans l'organe atteint. Il est a
noter que la radiothérapie s'avére un recours adéquat seulement dans le cas de patients

présentant une seule ou un petit nombre de tumeurs solides bien localisées.

La chimiothérapie est mieux adaptée au traitement des patients diagnostiqués aux stades
avancés. La chimiothérapie consiste en l'injection systémique d'un seul ou plus souvent,
d'un mélange de plusieurs agents cytotoxiques. La combinaison la plus fréquemment
utilisée, appelé CHOP, est un mélange de cyclophosphamide, de doxorubicine, de
vincristine et de prednisolone. Les agents chimiothérapeutiques étant administrés par voie
intraveineuse, ils peuvent atteindre les cellules cancéreuses circulantes (au niveau des
réseaux lymphatique et sanguin) de méme que celles qui peuplent la moelle osseuse.
Toutefois, les nombreux effets secondaires associés & la chimiothérapie sont difficiles &
supporter; I’état de santé général des patients avant et au cours des traitements dictera les
doses et la durée des intervalles entre les injections. Par ailleurs, D’efficacité de la
chimiothérapie conventionnelle est limitée dans le traitement des LNH: dans le cas du
lymphome folliculaire par exemple, la forme de LNH la plus commune dans ’ensemble
des pays occidentaux, le taux médian de survie aprés le traitement CHOP est de 4 4 6 ans

et presque aucun patient ne survit au-dela de 10 ans"'.

1.1.5.2 Thérapies en développement

Plusieurs thérapies sont actuellement en voie de développement et font l'objet d'études
cliniques dans le traitement de lymphomes non-Hodgkiniens. Elles sont regroupées en
trois principales catégories, selon la nature du traitement: chimiothérapie, radio-

immunothérapie et immunothérapie.

Les nouvelles approches de chimiothérapie évaluent le potentiel de nouveaux agents aux
mécanismes d’action variés. Certains agents sont cytotoxiques ou cytostatiques alors que
d’autres agents augmentent la sensibilité des cellules tumorales a diverses drogues. Parmi

les nouveaux agents cytotoxiques et cytostatiques a I’essai se trouvent le depsipeptide



(NSC 630176) de méme qu’un ADN antisens de Bcl-2 (G3139). Le depsipeptide est un
peptide bicyclique isolé de Chromobacterium violaceum. Les mécanismes médiant son
rble antitumoral sont encore & I’étude, mais on sait déja qu’il inhibe les déacétylases
d’histones®” de méme que les voies de signalisation intracellulaire impliquant les MAP
kinases (causant ainsi I’arrét du cycle cellulaire en phase G1, d’une fagon indépendante
de p53)@". Pour leur part, les oligonucléotides antisens sont de courtes molécules d’ADN
simple brin synthétisées chimiquement dont la séquence est complémentaire & celle de
I’ ARN cible. Par conséquent, les antisens peuvent inhiber la traduction de I’ARN cible en
protéine. Le géne Bcl-2 est une cible de choix dans le traitement du lymphome, étant
surexprimé dans la plupart des lymphomes folliculaires et dans prés du quart des
lymphomes & grandes cellules B*?. Dans ces tumeurs, la surexpression de Bcl-2 serait
responsable de maintenir la viabilité des cellules tumorales de méme que d’induire une
résistance multiple aux drogues®®. L’antisens de Bcl-2, en bloquant la synthése de la
protéine Bcl-2, pourrait donc diminuer la survie et la prolifération des cellules
lymphomateuses; c’est en effet ce qui a été observé lors des études pré-cliniques en
utilisant des modéles murins de LNH®. Le depsipeptide et 1’antisens de Bcl-2 sont

actuellement en phase II de tests cliniques.

Parallélement au développement de nouveaux agents chimiothérapeutiques, de nouveaux
protocoles d’administration des drogues chimiothérapeutiques font présentement 1’objet
d’études cliniques. A cet égard, la chimiothérapie a forte dose (salvage high-dose
chemotherapy), couplée a une transplantation autologue de moelle osseuse, aurait le
potentiel d’améliorer le taux de survie de patients répondant faiblement aux traitements
de chimiothérapie conventionnels mais dont les cellules tumorales sont
chimiosensibles*”. Selon ce protocole, de fortes doses d’agents chimiothérapeutiques
sont administrées a des intervalles trés espacés, par comparaison avec le protocole
conventionnel ou une séquence d’administrations rapprochées de doses intermédiaires est
privilégiée. Avec ’approche aggressive de chimiothérapie a forte dose cependant, la
transplantation autologue de moelle osseuse, qui consiste & prélever de la moelle du

patient avant sa premiére dose de chimiothérapie puis a la lui ré-injecter aprés la derniére



dose d’une séquence, est nécessaire afin de remplacer les cellules souches

hématopoiétiques détruites lors du traitement.

Les immunothérapies anti-lymphome en développement incluent la transplantation de
cellules souches allogéniques, les anticorps non-conjugués et les vaccins anti-
idiotypiques. La transplantation de cellules souches allogéniques est une approche qui tire
avantage de la réaction greffon versus héte. Ainsi, un patient atteint d’un LNH pourrait
se voir injecter des cellules souches d’un donneur compatible causant la destruction de
ses propres cellules hématopoiétiques (en ’occurrence, ses cellules tumorales). Pour
instant cependant, la mortalité reliée 4 la transplantation (prés de 40% des cas) est
considérable®®., Les études actuelles utilisent donc des schémas posologiques de drogues
chimiothérapeutiques a des doses non-myéloablatives, qui visent 3 maximiser ’effet
greffon versus lymphome tout en miminisant la mortalité reliée a la transplantation®”.
Dans le cadre des études cliniques impliquant des anticorps non-conjugués, le principal
antigéne ciblé est CD20, qui est exprimé par 95% de I’ensemble des lymphomes a
cellules B. L’anticorps monoclonal non-conjugué le mieux caractérisé est un anti-CD20
appelé Rituximab™, qui consiste en la fusion de la région variable d’un anti-CD20 murin
et de la région constante d’un IgGl humain®. Le principal mécanisme d’action du
Rituximab™ serait le déclenchement de 1’apoptose des cellules B®?. Pour leur part, les
vaccins anti-lymphome en développement sont principalement dirigés contre le
déterminant idiotypique des immunoglobulines des lymphomes folliculaires, ce dernier
constituant un antigéne spécifique 4 la tumeur et au patient. Des adjuvants sont également
en cours d’étude pour augmenter I’efficacité¢ de la réponse immunitaire suscitée par le

vaccin anti-idiotypique, tels que le GM-CSF, IL-12, IL-18 et les oligonucléotides-CpG©®
31)

La radioimmunothérapie, qui consiste en I’injection d’anticorps conjugués & un radio-
isotope, est un traitement anti-lymphome trés prometteur étant donné la grande sensibilité
des LNH aux radio-isotopes. Deux anti-CD20 radio-conjugués font présentement 1’objet
d’études cliniques: Tositumomab™ et Ibritumomab Tiuxetan™, utilisant I’Tode-131 ou

I"Yttrium-90, respectivement. L’énergie émise par les radio-isotopes (tous deux émettent



des particules béta) cause des dommages létaux a I’ADN des cellules cibles (cellules B
matures exprimant le CD20) mais également, aux cellules voisines par dommage

collatéral.

Les différentes thérapies anti-cancer ont d’abord été validées dans des modeles
expérimentaux animaux avant de faire I’objet d’études cliniques. A cet égard, les modeles
expérimentaux représentent un outil essentiel a 1’acquisition de connaissances sur le

développement et le traitement de différents types de cancer.

1.1.6 Modéle expérimental murin de lymphome non-Hodgkinien: le lymphome thymique
Le modele expérimental initial de lymphome thymique chez les souris de souche
C57BL/6, développé par le Dr Henri S. Kaplan dés le début des années 1950, a bénéficié
avec le temps de nombreux ajouts et constitue awjourd’hui un modéle versatile pour
I’étude de la génése, de la croissance et de la dissémination des lymphomes non-
Hodgkiniens. Dans ce modéle, les tumeurs lymphoblastiques aux phénotypes hétérogénes

. . . . . 2
mimant bien les lymphomes non-Hodgkiniens humains®*3?,

Le lymphome thymique chez la souris peut étre induit par exposition aux rayons X ou par
inoculation du Radiation Leukemia Virus (RadLV), un rétrovirus initialement isolé de
lymphomes thymiques®®. Les lymphomes thymiques issus des deux types d’agents
leucémogénes sont identiques en termes de morphologie, d’origine cellulaire et de patron
de dissémination. Dans le cas du lymphome thymique viro-induit toutefois, les cellules

(34; 35)

lymphomateuses produisent du RadL'V deés leur apparition , alors que le virus n’est

que rarement détectable dans les nouvelles tumeurs radio-induites®* %),

Selon le protocole classique de leucémogénése par radiations ionisantes (rayons X) du
groupe Kaplan®”, I'irradiation fractionnée de souris C57BL/6 dgées de 1 & 2 mois, &
raison de quatre doses de 175 Rad & intervalle hebdomadaire, résulte en I’apparition d’un
lymphome thymique chez plus de 90% des animaux irradiés, aprés une période de latence

(35; 38)

de 3 a 6 mois au cours de laquelle des cellules pré-leucémiques apparaissent(39). Les

conséquences de I’irradiation sont multiples: 1’équilibre des sous-populations de



thymocytes au sein du thymus est perturbe'(”; 0 1a capacité des pro-thymocytes de la

(39; 40)

moelle osseuse a repeupler le thymus est réduite , certaines fonctions de 1’épithélium

thymique dans le processus de maturation des thymocytes sont altérées“? parce que les

cellules épithéliales nourriciéres thymiques d’animaux irradiés disparaissent®” et ne

peuvent plus interagir avec des thymocytes normaux *9; enfin, les cellules pré-

(40)

leucémiques apparaissent dans la moelle osseuse et le thymus™ . Ces cellules pré-

néoplasiques dérivent probablement des thymocytes au stade le plus immature®® 4,

Dans ce modeéle de leucémogénése par radiations ionisantes, les souris qui regoivent une
greffe de moelle osseuse (provenant de souris syngéniques et injectée par voie
intraveineuse) immédiatement aprés I’irradiation ne développeront pas de lymphome
thymique®® *9. Ce traitement n’inhibe pas I’émergence de cellules lymphomateuses mais
entraine plut6t leur disparition 1 & 2 mois apres la greffe. Les cellules lymphoides

précurseurs greffées repeuplent le thymus(35; 39)

(33)

, rétablissant les sous-populations de
thymocytes©’ et restaurant les cellules nourriciéres thymiques(‘”). Il est & noter que les
souris qui recoivent une greffe de moelle osseuse plus d’un mois aprés I’irradiation
développent un lymphome thymique(46). Dans ces conditions, les cellules lymphoides
précurseurs greffées atteignent bien le thymus, sans toutefois que les sous-populations de
thymocytes et I’intégrité des cellules stromales thymiques ne reviennent a la normale“?,
Par conséquent, bien que les mécanismes qui médient la transformation des cellules pré-
leucémiques en cellules lymphomateuses ne soient pas encore élucidés a ce jour, nous

8 et nécessitent I’interaction entre les cellules pré-

savons qu’ils sont thymus-dépendants
leucémiques et les cellules stromales thymiques®® *D. Par ailleurs, il semble que les
radiations ionisantes constituent un agent promoteur plutdt qu’initiateur dans le processus
de leucémogénése, en activant un rétrovirus endogéne similaire au RadLV dans certains

®5) et en stimulant son intégration dans les cellules leucémiques(49).

thymocytes
Les cellules pré-leucémiques, a 'instar des cellules lymphomateuses, peuvent induire un
lymphome thymique chez des souris syngéniques aprés injection par voie intrathymique
ou intraveineuse®” °¥; toutefois, les cellules pré-leucémiques ne peuvent induire un

lymphome thymique que lorsqu’elles sont injectées chez un animal pré-irradié. Une
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méthode de détection des cellules pré-leucémiques qui exploite ce principe consiste a
mesurer la fréquence du développement des lymphomes thymiques chez des souris
syngéniques pré-irradiées (2 raison d’une seule dose de 400 rad) ayant regu par voie
intrathymique la population cellulaire d’intérét®. Les cellules lymphomateuses, quant &
elles, générent presque systématiquement un lymphome thymique lorsqu’elles sont
injectées en quantité suffisante par voie intrathymique chez des souris saines (non-
irradiées). Conformément 4 la théorie du «seed and soil »®V, les paramétres qui
influencent la fréquence et la vitesse de croissance du lymphome thymique ne sont
cependant pas exclusivement reliés a la nature et au nombre de cellules lymphomateuses
injectées, mais également a la nature du micro-environnement thymique et & I’interaction
entre ces deux éléments®®. En tant que modéle orthotopique, la voie d’injection
intrathymique est parfaitement adaptée a 1’étude des différents paramétres qui influencent
la croissance du lymphome thymique. Il est ainsi possible de modifier le phénotype des
cellules lymphomateuses injectées (e.g. augmenter ou diminuer le niveau d’expression
d’un geéne d’intérét), de traiter les animaux avec différents agents (par exemple une
cytokine dont on veut connaitre 1’effet) ou encore de modifier le génotype des animaux
receveurs (en utilisant par exemple des souris déficientes en une molécule d’adhésion

d’intérét).

La grande majorité des souris qui développent un lymphome thymique radio-induit
meurent des suites de I’insuffisance respiratoire causée par 1’envahissement thoracique de
la tumeur primaire thymique. Dans quelques cas seulement, il arrive qu’un petit nombre
de cellules lymphomateuses quittent le thymus et se disséminent vers les organes ou elles
forment des tumeurs secondaires, dont la rate, le foie et les reins®®. Le modéle murin de
lymphome thymique radio-induit ne se préte donc que difficilement a I’étude de la
dissémination du lymphome. Dans ce cas, il est préférable d’utiliser le modéle
expérimental classique de métastasie, qui consiste en I’injection par voie intraveineuse de
cellules tumorales (ici, des cellules lymphomateuses) chez des animaux syngéniques. Ce
modeéle murin de métastasie est également utilisé pour caractériser les différents
paramétres qui influencent la dissémination d’autres types de cellules tumorales®® .

Dans le cadre d’études de la métastasie des LNH, les cellules lymphomateuses injectées
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sont habituellement des lignées cellulaires générées ex vivo a partir de lymphomes

%) et elles se disséminent selon le méme patron que dans le

thymiques radio-induits
modele de leucémogénése radio-induit pour former des tumeurs secondaires dans les
mémes organes cibles (rate, foie, et reins principalement)®®. 11 est donc possible d’utiliser
ce modéle de métastasie des LNH pour caractériser les différents paramétres reliés 4 la
dissémination des cellules lymphomateuses (par exemple les patrons de domiciliation ou

encore I’importance de I’expression péritumorale de certaines molécules d’intérét).

1.2 Les métalloprotéases de la matrice (MMP)

1.2.1 Introduction

Les métalloprotéases de la matrice (MMP: matrix metalloproteinases) constituent une
famille d’endoprotéases zinc-dépendantes. Elles appartiennent & la superfamille des
meétalloprotéases, qui comprend également les adamalysines (ADAM; a disintegrin and
metalloproteinase), les astacines, les reprolysines et les serralysines; toutes sont zinc-
dépendantes®”). Les métalloprotéases classées parmi la famille des MMP présentent des
domaines structuraux de base communs; les différentes MMP se distinguent toutefois
entre elles par leur spécificité de substrat, leur origine cellulaire et la régulation de leur
expression. La famille des MMP comprend & ce jour plus de 20 membres chez I’humain;
elles ont également été isolées d’organismes aussi variés que des oursins de mer®®, des

Vel‘S(Sg)

et des végétaux®. Les MMP ont initialement été définies par leur capacité a
dégrader les composantes de la matrice extracellulaire; elles ont par ailleurs été
regroupées et classifiées en fonction de leur affinité envers certaines composantes

matricielles.

1.2.2 Classification

Les MMP ont été divisées en plusieurs sous-groupes (Tableau 1), d’abord en fonction de
leur spécificité de substrat, puis en fonction de leur structure. Les collagénases doivent
leur nom a leur capacité a cliver les collagénes interstitiels (collagénes I, II et III). Le nom
des stromélysines réfléte leur origine cellulaire: elles sont généralement exprimées par les
cellules stromales (cellules saines voisines des cellules tumorales au sein d’une tumeur)

plutdt que les cellules tumorales elles mémes®?. Les gélatinases tirent leur nom de leur
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affinité inégalée pour la gélatine (collagéne dénaturé). Les matrilysines sont les plus
petitess MMP connues. MMP26 est également appelée endométase parce qu’elle a été
clonée & partir d’une tumeur endométriale®?. Les collagénases, stromélysines, gélatinases
et matrilysines sont des protéines sécrétées; par opposition, les membre du groupe des
MMP membranaires demeurent associés 4 la membrane cellulaire. Quatre d’entre elles
(MMP14, MMP15, MMP16 et MMP24) sont des protéines transmembranaires de type I,
alors que les deux autres (MMP17 et MMP25) sont ancrées & la membrane cellulaire via

un lien glycosylphosphatidylinositol (GPI).

Tableau 1. Classification des MMP

Famille Membres

Collagénases MMP1 (collagénase -1)
MMP8 (collagénase-2)
MMP13 (collagénase-3)
Stromélysines MMP3  (stromélysine-1)
MMP10 (stromélysine-2)
IMMP11 (stromélysine-3)

Gélatinases MMP2 (gélatinase A)
MMP9 (gélatinase B)
Membranaires MMP14 (MT1-MMP)

MMP15 (MT2-MMP)
MMP16 (MT3-MMP)
MMP17 (MT4-MMP)
MMP24 (MT5-MMP)
MMP25 (MT6-MMP)
Matrilysines MMP7 (matrilysine)
MMP26 (matrilysine-2)
Autres MMP12 (élastase des macrophages)
MMP18

MMP19

MMP20 (énamelysine)
MMP21/22

MMP23

MMP28 (épilysine)




Sept MMP présentent une structure et une spécificité de substrat distinctes et ne peuvent
étre incluses dans les groupes décrits ci-haut. L’élastase des macrophages, MMP12, est
principalement exprimée par les macrophages® et s’avére essentielle 4 leur migration®,
entre autres fonctions. MMP19 a été clonée de cellules du foie® et constitue un auto-
antigéne chez les patients souffrant d’arthrite rheumatoide®®. L’énamelysine (MMP20)
est presque exclusivement exprimée au niveau de I’émail dentaire®”. MMP21 et MMP22
se sont révélées €tre la méme enzyme; MMP22 a ét€ clonée & partir de fibroblastes de
poulet®® et MMP23 est principalement exprimée au niveau des tissus des organes

reproducteurs®

. La MMP la plus récemment découverte, épilysine (MMP28), est
principalement exprimée par les kératinocytes”® "V, On ne connat, pour l’instant, que
trés peu de choses au sujet de la régulation de ’expression et de la fonction de ces sept

MMP non-classées.

Historiquement, ce sont les gélatinases (MMP2 et MMP9) qui ont fait ’objet du plus
grand nombre d’études, malgré que ce soit les MMP1, -2 et -3 qui aient été découvertes

(72-74)

les premiéres . L’explication réside principalement dans la disponibilit¢ d’une

méthode de détection simple et rapide des enzymes gélatinolytiques, la zymographie sur

gélatine> 79,

On connait néanmoins plusieurs des propriétés des autres MMP;
notamment, la structure de la plupart des MMP répertoriées a ce jour a été caractérisée en

détail.

1.2.3 Structure

La structure de base des MMP, dont une représentation linéaire est montrée a la Figure 1,
consiste en l’assemblage de plusieurs domaines caractéristiques de cette famille de
métalloprotéases. Toutes les MMP comportent un peptide signal N-terminal, qui dirige
les MMP vers la voie sécrétoire ou membranaire. Ce peptide est clivé au moment de
'insertion de la protéine dans le réticulum endoplasmique. Toutes les MMP humaines
possédent également un prodomaine (constitué d’environ 80 acides aminés) qui est
seulement présent dans les formes pro-enzymatiques des MMP. Par un mécanisme
conserve entre les différentes MMP, le prodomaine leur confére un état d’inactivité; selon

le mécanisme de « cystéine-switch »77, le résidu cystéine du motif consensus PRCxxPD
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Figure 1. Structure des MMP. Adapté de Massova ef al, 1998.
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du prodomaine coordonne I’atome de zinc du site actif, repliant le prodomaine sur le site
actif et empéchant toute liaison & d’éventuels substrats. Chez MMP23, le partie N-

terminale du prodomaine serait remplacée par un domaine transmembranaire”’®.

Le site actif, caractérisé par le motif consensus VAAHexGHxxGxxH de liaison du zinc,
est inclus dans le domaine catalytique des MMP (composé d’environ 175 acides aminés).
La structure formée par un résidu méthionine conservé du domaine catalytique et le motif
consensus du site actif est appelée « met-turn » et est commune & I’ensemble des
métalloprotéases®?. De plus, trois résidus cystéines du site catalytique coordonnent
I’atome de zinc du site actif, qui est nécessaire a [’activité enzymatique. Dans le cas
particulier des gélatinases (MMP2 et MMP9), trois répétitions d’un domaine d’homologie
a la fibronectine de type II sont présents a I'intérieur du domaine catalytique. Cet ajout
leur permet de lier avec une grande affinité et de cliver efficacement la gélatine. Chez
toutes les MMP humaines, le domaine catalytique est relié au prodomaine par une courte
séquence d’acides aminés susceptible au clivage protéolytique. Les MMP11, -28, -14, -
15, -16, -17, -24 et -25 possédent un site consensus de clivage R-X-(R/K)-R, reconnu

spécifiquement par des pro-convertases, dont la furine’*?,

Un court domaine flexible, appelé la région charniére, est riche en résidus proline et relie
le domaine catalytique au domaine hémopexine. Le domaine hémopexine, composé
d’environ 210 acides aminés, médie les interactions protéines-protéines (notamment, la
liaison enzyme-substrat) et c’est principalement lui qui confére la spécificité de substrat
aux différentes MMP®D, A titre d’exemple, la présence du domaine hémopexine est
essentielle aux collagénases pour cliver les collagénes a triple hélice®, bien que le
domaine catalytique permette & lui seul une certaine activité protéolytique envers
quelques autres molécules ®3) Le domaine hémopexine est présent chez toutes les MMP
sauf les MMP7, -23 et -26; chez MMP23, il est remplacé par une région homologue au

récepteur de I’IL-1, riche en résidus cystéines et prolines(84).
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Enfin, les MMP membranaires contiennent des domaines supplémentaires en position C-
terminale: un domaine transmembranaire relié & un court domaine intracytoplasmique’®
dans le cas des MMP transmembranaires (MMP14, -15, -16, -24) ou un groupement
GPI® chez les MMP liées 4 la membrane (MMP17 et MMP25).

Depuis le début des années 1990, un grand nombre de structures tridimensionnelles de
MMP ont été publiées, obtenues a4 I’aide de techniques cristallographiques et de
résonnance magnétique nucléaire. Déja en 1994, ont connaissait la structure du domaine
catalytique de MMP1®® MMP8§®” et MMP3®® humaines, seules ou liées 4 un inhibiteur.
On sait également que la plupart des MMP sont glycosylées, a différents sites et a
différents niveaux. MMP14, par exemple, est glycosylée sur les résidus Thr291, Thr299
et Thr300%9. MMP9 est plutdt glycosylée sur les résidus Asp98 et Asp 1209 et MMP1
est glycosylée sur le résidu Asn120®Y. La glycosylation influence la liaison du substrat
et/ou l'activité catalytique des MMP; chez MMP14 par exemple, la glycosylation est

nécessaire pour permettre l'activité catalytique sur le substrat MMP2®,

La structure des différentes MMP leur confére donc une spécificité de substrat et
influence leur activité enzymatique; toutefois, un autre facteur influencant 1’activité des

MMP au sein d’un tissu réside en leur niveau d’expression.

1.2.4 Expression

Nous connaissons aujourd’hui certains des principes qui régissent ’expression des MMP.
D’abord, leur niveau d’expression cellulaire basal est généralement faible, voire nul®?,
alors qu’elles sont fortement exprimées dans des conditions d’activation cellulaire, le plus
souvent associées a des pathologies. A titre d’exemple, les fibroblastes synoviaux
expriment un faible niveau de MMP1, qui toutefois augmente aprés traitement avec de
I"interleukine-1a.®®). Cette cytokine se retrouve en grande quantité dans les articulations
enflammées des modéles expérimentaux d’arthrite, ol la surexpression d’interleukine-1
acccompagne la destruction du cartilage®. Dans le méme ordre d’idées, les MMP sont
surexprimées dans presque tous les types de tumeurs par rapport aux tissus sains

correspondants®; MMP24, par exemple, est surexprimée dans les différentes tumeurs
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cérébrales, par comparaison avec le cerveau sain®. Par ailleurs, le niveau d’expression
tissulaire d’une ou plusieurs MMP au sein des tumeurs est souvent corrélé positivement
avec le stade d’évolution des différents cancers®”. Une corrélation positive a ainsi été
démontrée entre le niveau d’expression de MMP2 et les propriétés métastatiques de

cellules du mélanome®®,

Les principaux types cellulaires et tissus exprimant les
différentes MMP sont listés dans le Tableau 2. Il est & noter que bien que certaines MMP
(MMP2, MMP9 et MMP14) soient surexprimées dans la plupart des types de tumeurs, la
surexpression d’une MMP donnée n’est pas observable dans tous les spécimens analysés
d’un type de tumeur®.

Tableau 2. Distribution cellulaire et tissulaire des MMP

MMP Cellules ou tissus producteurs

MMP1 Fibroblastes, cellules endothéliales, épithéliales et de carcinome,
macrophages

MMP2 Cellules endothéliales, leukocytes, macrophages, fibroblastes

MMP3 Cellules endothéliales, fibroblastes, monocytes, cellules de carcinomes,
cceur, poumons, foie

MMP7 Cellules épithéliales, utérus, cellules de carcinomes

MMP8 Neutrophiles, cellules endothéliales, fibroblastes, utérus

MMP9 Leukocytes, cellules endothéliales, macrophages, fibroblastes,

MMP10 Kératinocytes, fibroblastes, cellules épithéliales et de carcinome,
monocytes

MMPI11 Fibroblastes, cellules épithéliales, lymphocytes B. tissus mammaire

MMP12 Macrophages, cellules épithéliales, placenta

MMP13 Chondrocytes, ostéoblastes, fibroblastes, carcinome mammaire

MMP14 Cellules épithéliales et endothéliales, lymphocytes T, macrophages,
fibroblastes, poumons, reins, rate, placenta

MMP15 Lymphocytes T, macrophages, fibroblastes, coeur, poumons, foie, colon,
MMP16 Lymphocytes T, ceeur, poumons

MMP17 Leukocytes, cceur, cerveau, colon, ovaires, testicules

MMP18 Ceeur. cdlon, poumons, prostate

MMP19 Monocytes, kératinocytes, tissus mammaire

MMP20 Email dentaire

MMP21 Tissus embryonnaire, cceur, pancréas, ovaires, prostate

MMP23 Ovaires, testicules, prostate

MMP24 Lymphocytes T, pancréas, poumons, reins

MMP25 Leukocytes, poumons, rate

MMP26 Lymphocytes B, cellules de carcinomes, utérus. placenta
MMP27 Lymphocytes B
MMP28 Lymphocytes T, poumons, placenta, cceur, utérus, peau, testicules
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Ensuite, bien que dans plusieurs tumeurs les cellules cancéreuses elles-mémes produisent
des MMP, diverses cellules stromales peuvent également en synthétiser et contribuer a
'augmentation locale de I’activité protéolytique. En effet, une étude pionniére a démontré
que les fibroblastes adjacents aux cellules stromales peuvent produire la stromélysine
MMPI11 dans les carcinomes mammaires®’. De fagon similaire, des analyses
histologiques de spécimens de divers carcinomes humains ont révélé la présence d’ARN
de différentes MMP dans les cellules stromales”'® 'Y De plus, il a été démontré par
hybridation in situ que les ARNm de MMP1, MMP2, MMP3 et MMP14 étaient
exprimées par les fibroblastes adjacents aux cellules tumorales et non par les cellules
tumorales elles-mémes, dans des spécimens de carcinomes mammaire, colorectal, du

poumon, de la prostate et de 1’ovaire chez I’humaint®?.

1.2.5 Régulation de I’expression

De fagon générale, I’expression des MMP est soumise 4 une fine régulation, qui s’exerce
a différents paliers: transcriptionnel, épigénétique et post-transcriptionnel. Il en résulte
une expression cellule-spécifique (qui dépend, entre autres, du niveau d’expression par
chaque type de cellule des récepteurs des différents ligands modulant 1’expression des
MMP), signal-spécifique (qui varie selon la nature des éléments de signalisation
intracellulaires mobilisés dans une condition donnée), promoteur-spécifique (basée sur la
composition du promoteur des différentes MMP) ainsi que tissu-spécifique (I'activité des
enzymes, une fois produits, étant modulée par I’interaction avec différents activateurs et
inhibiteurs, dont la nature ainsi que la quantité varie au sein des différents tissus et dans

des conditions données).

1.2.5.1 Régulation transcriptionnelle

Le contrdle transcriptionnel de I’expression des MMP constitue un palier de régulation
pivot!®), L’activité transcriptionnelle des génes de MMP est influencée par différents
types de stimuli: la liaison & la surface cellulaire de modulateurs solubles, de méme que
les interactions directes cellule-cellule et cellule-matrice. Les cytokines et facteurs de
croissance constituent d’importants ligands solubles influencant I’expression des

MMPU04:109). 16 rapports d’une modulation de I’expression des MMP par ces agents sont
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nombreux (Tableau 3). A titre d’exemple, les cytokines pro-inflammatoires IL-lo et
TNFo induisent I’expression de MMP9 dans les lymphocytes T%; ainsi, des cytokines
différentes peuvent exercer le méme effet sur I’expression d’une MMP donnée. Par
ailleurs, EGF augmente le niveau de ’ARN de MMP1 et MMP3 dans les fibroblastes!?”,
alors que HGF augmente 1’expression de MMP1, MMP3 et MMP9 dans des cellules de
carcinome mammaire'®, Un facteur de croissance donné peut donc moduler I’expression
de plusieurs MMP différentes dans un type cellulaire particulier. Certains facteurs
solubles peuvent également moduler & la baisse le niveau d’expression des MMP; par
exemple, I’exposition a I'IL-4 ou & I’IFNy diminue la quantité d’ARN de MMP9 dans les
macrophages' P!V, Par ailleurs, certains agents solubles peuvent exercer un effet
synergique avec d’autres agents dans la régulation transcriptionnelle des MMP; dans les
monocytes par exemple, TNFa ou encore IL-1B, en combinaison avec GM-CSF,
stimulent ensemble I’expression de MMP9!!2. A I’opposé, certains agents solubles
peuvent antagoniser I’action d’autres agents dans un type cellulaire donné. Dans une
lignée de cellules de gliome par exemple, I’induction de MMP9 par IL-1 ou TNFa est
inhibée par TGFB2"" de méme que PDGF!'Y.

La régulation de I’expression des MMP par des agents solubles est promoteur-spécifique:
dans les cellules de carcinome mammaire, le HGF module a la hausse le niveau des
ARNm de MMP1, MMP3 et MMP9, alors que ceux de MMP2 ne varient pas
significativement'®®. De fagon similaire, méme si les gélatinases MMP2 et MMP9 sont
toutes les deux exprimées par les lymphocytes T circulants au repost!* 9, seule MMP9
est régulée 4 la hausse par certaines chimiokines produites au cours de la réponse
inflammatoire"'”, Qutre les agents solubles, I’état d’activation cellulaire peut étre induit
par des contacts directs cellule-cellule ou cellule-matrice; ces contacts constituent un
autre point de régulation transcriptionnelle de 1’expression des MMP. Au cours de telles
interactions, des molécules d’adhésion sont activées par la liaison de leur ligand a la
surface cellulaire et certaines peuvent alors induire une cascade de signalisation
intracellulaire via leur portion intracytoplasmique. Ultimement, certains de ces signaux

conduisent 4 la modulation de la transcription des génes codant pour les MMP.
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Tableau 3. Facteurs solubles modulant Pexpression des MMP. Adapté de

(118)

Enzyme Modulateurs positifs Modulateurs négatifs
MMP1 PDGF, EGF, FGFa, FGFpB, FGF-7, FGFB, FGF-9, IGF-1, TGFB1,
FGF-9, HGF, TGFa, TGFBI, VEGF, TGFB2, TGFP3, IFNy, IL-1, IL-4,
TNFo, TNFB, IFNB, IFNy, IL-1a, IL-11,IL-13
IL-10. IL-4, IL-5, IL-6. IL-8, IL-10, MIF
MMP2  PDGF, EGF, FGFB, FGF-3, GM-CSF, IFNB,IFNy, IL-4,IL-10
IGF, TGFa, TGFB1, VEGF, IL-1a,
IL-1B, IL-3, [L-6, IL-§, IL-13
MMP3 PDGF, EGF, FGFB, HGF, IGF, TGFa, TGFp31, [FNy, IL-4, IL-11, IL-13
TGF-B1, VEGF, IFNB, IFNy, IL-1a,
IL-1B, -6, IL-8, IL-10, IL-17, IL-18,
TNFoa
MMP7 EGF, FGFo, FGFB, FGF-9, FGF-10, IL-4,1L-10, IFNy
IFN-y, TGFp1, IL-1a, IL-1PB, IL-4,
1L-8, IL-10, TNFa
MMP8  TNFa, IL-1B TGFp1
MMP9 PDGF, EGF, FGF[3, FGF-3, GM-CSF, TGFB1, TGFB2, IFNB, IFNy, IL-1, IL-4,
HGF, IGF, TGFo, TGFB1, VEGF, IFNa, IL-10, TNFo
IFNy, IL-1a, IL-1B, IL-3, IL-6, IL-8, IL-
13,1L-15, IL-17, TNFa, TNF(3, MCP-1,
CCL3, CCL4, CCL5
MMP10 EGF, KGF, TGFa. TGFB1, TNFa, IL-13  PDGF
MMP11 PDGF. EGF, FGFB, IGF, IL-6 PGDF, FGF-2
MMP12 PDGF, GM-CSF, VEGF, IL-18, IL-13, M-CSF, TGFj31, IFNy,
TNFa, CCL2
MMP13 PDGF, EGF, FGFB, FGF-7, IGF, TGFa, IGF, IFNy, IL-4,IL-13
TGF, IL-1B, IL-6, IL-13, TNFa
MMP14  GM-CSF, HGF, IL-1a, IL-1j3, IL-13, TNFa, IL-1B, PDGF

TNFo
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Différentes classes de molécules d’adhésion sont impliquées dans les contacts cellule-
cellule et cellule-matrice, dont les intégrines. Ces derniéres sont capables, via leur portion
intracytoplasmique, de produire des signaux intracellulaires qui conduisent & la

modulation de ’expression génique!''** 129

et leur activation a plusieurs fois été associée a
I’expression et  I’activité des MMP au sein des tumeurs?”. Ainsi, P’expression de
MMP9 est induite dans les cellules lymphomateuses exprimant 1’intégrine LFA-1 & la
suite d’un contact direct avec des cellules exprimant le ligand ICAM-19*?; de la méme
fagon, le contact direct avec des cellules de carcinome du c6lon induit I’expression de
MMP9 dans les fibroblastes via I’engagement et ’activation de la sous-unité B1 des
intégrines a leur surface!'). Les intégrines peuvent également médier des contacts directs
cellule-matrice; elles sont alors activées lors de leur engagement par différentes
macromolécules de la matrice extracellulaire. Ainsi, I’expression de MMP14 est induite
dans des cellules de carcinome mammaire cultivées dans un gel de collagéne de type

1'% un processus probablement médié par I’intégrine a2p1%?%. Par ailleurs, dans les

(125)

cellules de carcinome mammaire et de neuroblastome!'?®, la liaison de Iintégrine

avB3 au collagéne est associée avec 1’expression de MMP9, alors que dans les cellules de
mélanome, avp3 induit 1’expression de MMP9 lorsqu’elle lie la laminine-5"*". Enfin,
les intégrines peuvent aussi médier une modulation a la baisse de la transcription des
génes codant pour les MMP: a titre d’exemple, I’attachement au collagéne de type IV

dans les cellules de carcinome épidermoide régule a la baisse 1’expression de MMP9!2®),

D’autres types de molécules d’adhésion que les intégrines peuvent moduler, aprés
engagement et activation par leurs ligands spécifiques, ’expression des MMP. A titre
d’exemple, I’expression des MMPI1, -2 et -3 est induite dans les fibroblastes aprés leur
contact avec des cellules tumorales exprimant EMMPRIN, un membre de la famille des

immunoglobulines"*. De plus, I’expression de MMP9 est induite dans les monocytes>%

(131)

et celle de MMPI1, -2, -3 et -9 est induite dans les cellules endothéliales apres

interaction avec des lymphocytes T, via I’interaction CD40/CD40L.

Les voies de signalisation qui modulent I’expression des MMP apreés activation cellulaire,

par des agents solubles ou par contact direct cellule-cellule et cellule-matrice, sont
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partiellement €lucidées et s’avérent stimulus-spécifique. Ainsi, tous les agents solubles
n’induisent pas les méme signaux intracellulaires. D’une part, les cytokines pro-

inflammatoires telles que IL-1 et TNFo activent la voie des céramides!"*?

, qui implique
deux des trois cascades de MAPK (mitogen-activated protein kinase): INK/SAPK (c-Jun
N-terminal kinase/stress-activated protein kinase) et p38MAPK. Ainsi, le traitement de
cellules de gliome avec un inhibiteur spécifique de p38MAPKP (SB203580) inhibe
I'induction de MMP9 par IL-1 et TNFo"*®, La voie des céramides conduit a I’activation
et 4 la translocation au noyau de différents facteurs de transcription, dont AP-113%, NF-
kB33 136) ot possiblement ATF2"37. D’autre part, les cytokines anti-inflammatoires
telles que IL-4 et IL-13 induisent des voies de signalisation distinctes mais
interconnectées avec celles induites par les cytokines pro-inflammatoires. Ainsi, la
portion intracytoplasmique des récepteurs de ces cytokines recrute a la membrane des
membres de la famille JAK (Janus kinase)** 1*), qui phosphorylent le récepteur. STAT6
(signal transducer and activator of transcription-6) y est alors recrutée et phosphorylée;
apres dimérisation, STAT6 est transloquée au noyau ou elle agira a titre de facteur de
transcription!*?. STAT6 peut également inhiber I'interaction entre NF-kB et ' ADN!D,
La connexion entre les voies de signalisation activées par les cytokines pro- et anti-
inflammatoires réside en p38MAPK, que I'IL-4 peut activer via Rac/Cdc42/PAK (p21-
activated kinase)!*?; p38MAPK augmente ’activité du facteur de transcription
STAT6!", en phosphorylant son domaine de transactivation!*®. Une seconde voie de
signalisation induite par IL-4 et IL-13 conduit au recrutement de IRS-1 et IRS-2 (insulin

receptor substrate 1/2) au niveau de leur récepteur(m; 139)

, ou elles sont phosphorylées
avant de s’associer avec la sous-unité p85 de PI3K (phosphatidylinositol 3-kinase), ce qui
résulte en 1’activation de la sous-unité catalytique p110 de PI3K. La suite de cette cascade
demeure incomplétement caractérisée, bien que 1’on sache qu’éventuellement MAPK est
activée!"*®), Partageant un récepteur avec I’IL-4, I'IL-13 active elle aussi la voie des
JAK/STAT et particulierement STAT6!*% 7 bien que I’IL-13 puisse également induire
le recrutement et la phosphorylation de STATI et STA 3049, p38MAPK est également

activée par I’IL-13 dans certains types cellulaires*®,
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Plusieurs facteurs de croissance activent la voie de Ras, une GTPase"*® "9, Ras se lie a

PI3K pour augmenter son activité de phosphorylation sur PKB/Akt("*" 152

, qui peut
ensuite activer NF-xB. D’autres facteurs de croissance activent la voie des PKC (protéine
kinase C). Les isoenzymes PKC sont divisées en trois groupes, en fonction de leur
distribution cellulaire, de leur spécificité de substrat et de leur réponse aux activateurs: les

(133 Les PKC conventionnelles sont

PKC conventionnelles, nouvelles et atypiques
notamment activables par les esters de phorbol, dont le PMA (phorbol 12-myristate-13-
acetate) et le TPA (12-tetradecanoylphorbol-13-acetate)’®®. Les PKC participent a la

P(l 54-156)

régulation transcriptionnelle de différentes MM via, entre autres, I’activation des

facteurs de transcription NF-kB et AP-1(37159),

Les signaux intracellulaires activés par les intégrines sont multiples. Certains impliquent
des PKC; c’est le cas de I’induction de MMP9 par I’engagement de avf6 dans des
cellules de carcinome du cblon®”. Alternativement, la cascade de signalisation débute
par la liaison de ILK (integrin-linked kinase) & la portion intracytoplasmique des sous-
unités B1, B2 et B3 des intégrines"®". ILK phosphoryle et active Akt"®?, ou induit la
phosphorylation de PI3K et ’inhibition de GSK-3pB; I’induction consécutive de MMP9

impliquera alors les facteurs de transcription AP-11¢1%9) gy NF-«B(6%,

Ces différentes voies de signalisation aboutissent a 1’activation et a la translocation au
noyau de certains facteurs de transcription. Les principaux facteurs de transcription
impliqués dans la régulation transcriptionnelle des MMP sont connus. Toutefois, les
MMP différent quant a la composition de leur promoteur et ce, méme chez les membres
d’une méme classe, bien que certains sites de liaison pour des facteurs de transcription
soient communs a plusieurs des promoteurs. Le site AP-1 par exemple, situé dans la
région comprise entre -65 et -79, est présent chez les MMP1, -3, -7, -9, -10, -12, et -13.
Ce site lie le facteur de transcription AP-1, un hétérodimére formé d’une sous-unité des
familles Fos et Jun; AP-1 est impliqué dans ’expression basale de méme qu’induite des
MMPU$51)  plusieurs voies de signalisation induites par des cytokines ou facteurs de
croissance convergent vers le site AP-1, qui constitue également 1’élément de réponse aux

esters de phorbol('“; 167, 170-172)



Plusieurs copies du site PEA3 sont présentes chez les promoteurs des MMP1, -3, -7, -10,
-11, -12 et -13; & I’exception de MMP12, au moins un des sites PEA3 est adjacent au site
AP-1. Le site PEA3 lie les facteurs de transcription de la famille ETS!"™ 174
particulierement Ets-1 et Ets-2, deux protéines ubiquitaires présentant un haut degré
d’homologie!'”. Bien que les protéines ETS puissent transactiver des constructions de
promoteur contenant seulement un élément PEA3, elles dimérisent rarement pour lier
I’ADN et forment plutdt des complexes protéiques avec d’autres facteurs de transcription
tels que AP-1¢73 175177 1 *interaction fonctionnelle entre les membres de familles AP-1
et ETS est impliquée dans la régulation transcriptionnelle de 1’expression des MMP(7®).
Un site de liaison du facteur de transcription NF-xB a été caractérisé en position -600
chez le promoteur de MMP9; NF-kB active en effet la transcription des génes de
nombreuses MMP, incluant MMP9!'®?). Ce site participe également, en coopération avec

le site AP-1, a I’induction transcriptionnelle par la voie des PKC PMA-activables!%: 1™

et par la voie de Ras"®?; dans ce dernier cas, le site PEA3 est ¢galement requis(lso).

Enfin, un élément AP-2 contribue & I’expression cellule-spécique de MMP2 et MMP9Y;
chez MMP2 par exemple, le site AP-2, situé en position -1650, est indispensable a la
transcription basale du géne dans la lignée de fibrosarcome humain HT1080"%". Le
promoteur de MMP2 se distingue de celui des autres MMP, ne comportant aucun site AP-
1 ou PEA3. A cet égard, MMP2 est constitutivement exprimée par la plupart des types
cellulaires et son expression est rarement modulée par des cytokines ou des facteurs de
croissance!!52189 De plus, le promoteur de MMP2 ne contient pas de boite TATA
classique: une séquence située a la position -26 serait responsable de sa transcription

basale!'%9,

L’activité transcriptionnelle d’un promoteur dépend non-seulement des éléments qu’il
contient, mais également de leur accessibilité par la machinerie transcriptionnelle. Des
mécanismes épigénétiques contrdlent cette accessibilité; la régulation épigénétique de

I’expression des MMP est présentée dans la section 1.2.5.2.



1.2.5.2 Régulation épigénétique

Les mécanismes épigénétiques contrélent 1'expression génique sans altérer la séquence
nucléotidique des génes. Les deux principaux types d’événements épigénétiques
documentés, la méthylation de ’ADN et la modification des histones (acétylation,
méthylation et phosphorylation), sont interreliés. Les données expérimentales accumulées
a ce jour soulignent des aberrations dans ces événements épigénétiques, qui seraient

impliquées dans certaines conditions pathologiques, dont le cancer.

La méthylation de I’ADN consiste en un transfert d’un groupement méthyl en position C5
de I’anneau pyrimidine du nucléotide cytosine, exécuté par des méthyltransférases de
’ADN (DNMT, DNA methyltransferases). Au moins trois DNMT sont impliquées dans
la méthylation de ’ADN: DNMTI, DNMT3A et DNMT3B"%: 87 DNMT1 est la
méthyltransférase la plus active dans les cellules somatiques et démontre une grande
affinité envers I’ADN hémiméthylé (dont un seul des deux brins est méthylé, a la suite de
la réplication de ’ADN)'®® DNMT]1 est ainsi la principale enzyme responsable du
maintien du patron de méthylation génomique lors de la division cellulaire. Pour leur part,
DNMT3A et DNMT3B possédent une affinité comparable envers 1’ADN hémiméthylé et
non-methylé et sont requises pour la méthylation de novo'®, notamment dans le cadre du
développement embryonnaire"*?. Environ 3 4 5 % de toutes les cytosines sont ainsi
méthylées dans le génome des vertébrés’”V et 1’activité méthyltransférase des DNMT
n’est optimale qu’au niveau de régions spécifiques du génome riches en dinucléotides
CpG appelées ilots CpG!'%?. Ces ilots CpG, d’une longueur variant de 200 pb a 5 kb, sont
composés de 60 a 70 % de cytosines et guanosines'®> 1” et sont le plus souvent situés au

niveau de séquences régulatrices du génome, principalement les promoteurs"'??.

Il y vingt ans déja, I'utilisation d’enzymes de restriction méthylation-spécifiques couplée
a 'immunobuvardage de type Southern avait permis d’observer que la majorité des ilots
CpG qui étaient méthylés dans des tissus normaux étaient non-méthylés dans les cellules
cancéreuses"'®®. Plus tard, I'analyse de 98 différentes tumeurs primaires humaines a
révélé qu’il existait en moyenne 600 ilots CpG méthylés de fagon aberrante dans chaque

tumeur®. L’altération du processus de méthylation au sein d’une tumeur se manifeste &
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deux niveaux différents: le niveau génomique global et le niveau génique individuel. Les

premiers rapports faisaient déja état d’une hypométhylation génomique globale dans des

cellules tumorales!®; par la suite, de nombreuses autres études ont confirmé cette

observation. C’est notamment le cas pour les tumeurs d’origine hématopoiétiques, o une

(197) ot

hypomeéthylation généralisée a été démontrée dans les leucémies myéloides aigiies
les leucémies lymphocytaires chroniques(m). Le processus de méthylation de I’ADN au
niveau génique individuel se manifeste de facon géne-spécifique: & cet égard, il a été
démontré qu’au sein d’une méme tumeur, le promoteur de certains génes pouvait étre
hypométhylé alors que d’autres étaient llyper111ét11ylés(199). Jusqu’a maintenant, la plupart

des rapports faisaient état d’une hyperméthylation localisée?%?

(201)

, résultat du type

d’approche expérimentale utilisée

I1 a été démontré que le promoteur du géne p/J est fréquemment hyperméthylé dans les
(202-204),

tumeurs d’origine myéloides et la leucémie lymphoblastique aigiie ; une
hyperméthylation localisée a également été rapportée dans les lymphomes non-
Hodgkiniens, notamment au niveau du promoteur du géne pJ/ 6299, p15 et p16 sont des
génes suppresseurs de tumeur, qui codent pour un inhibiteur de kinases dépendantes des
cyclines. Néanmoins, certaines études ont souligné la présence d’hypométhylation
Jocalisée dans les cellules cancéreuses®®2%®). de fait, de récentes analyses basées sur la
technologie des matrices différentielles d’ADN complémentaire suggérent indirectement

. ; . . , . . , 2
une fréquence élevée de sites hypométhylés dans les diverses cellules cancéreuses?®?1V.

Un lien fonctionnel a été suggéré entre 1’altération du processus de méthylation de I’ADN

@12 L’hyperméthylation est

généralement accompagnée d’une répression transcriptionnelle!®”> 2'3): on a pu identifier

et DI’expression génique dans les cellules malignes

un grand nombre de génes reliés a la progression tumorale qui étaient réprimés par

hyperméﬂlylation(2'4); la perte d’expression de certains génes contribuerait a la

progression tumorale dans différents types de cancers®'?.

Par opposition a
I’hyperméthylation, I’hypométhylation serait associée & I’activation de 1’expression d’un
geéne. En effet, dans les tissus somatiques, plusieurs ilots CpG sont normalement méthylés

v a1 . e, . L. ) . , , .
et associés a I"absence d’activité transcriptionnelle®'®; ces ilots méthylés peuvent devenir
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hypométhylés dans les cellules cancéreuses et les génes correspondants seraient alors
exprimés. Ainsi par exemple, une hypométhylation localisée active 1’expression des
antigénes MAGE dans le mélanome®'”; de la méme fagon, 1’hypométhylation du
promoteur du géne CAGE, qui précéde ’apparition des cancers du foie et de I’estomac,

active I’expression de cet a11tigé11e(2]8).

Les mécanismes qui médient la répression transcriptionnelle associée avec
I’hyperméthylation régionale ont été partiellement élucidés. Briévement, I’ADN méthylé
interagit directement avec des protéines liant I’ADN méthylé telles que MeCP2@"), qui
contient un domaine liant les CpG méthylés et un domaine de répression
transcriptionnelle. MeCP2 s’associe ensuite avec des corépresseurs tels que des

déacétylases d’histones (HDAC, histone gle@etylase)(zz"; 2D

au sein d’un complexe
protéique répresseur(m). L’importance de I’interaction entre les DNMT, MeCP2 et les
HDAC a été démontré par 1’utilisation combinée d’un inhibiteur de méthylation d’ADN
(la 5-aza-2’-deoxycytidine) et d’un inhibiteur de HDAC (la trichostatine A), qui a résulté

en I’activation synergique de différents génes reliés & la progression tumorale@?229,

De récents travaux démontrent que la méthylation de I’ADN influence également
’expression des génes codant pour les MMP. Les premiéres indications de la présence
d’un tel mécanisme de régulation épigénétique de I’expression des MMP ont été fournies
par I’équipe du Dr Kerbel, qui a démontré que le traitement de cellules du mélanome avec
I’inhibiteur de méthylation d’ADN 5-aza-2’deoxycytidine augmente les niveaux de
’ARN de MMP9?®, Par la suite, des travaux effectués avec des lignées de cellules
lymphomateuses ont confirmé I'influence de la méthylation sur ’expression du géne
MMP9. Ainsi, I’équipe du Dr St-Pierre a observé que le traitement avec la 5-aza-
2’deoxycytidine induisait I’expression de MMP9 dans des cellules lyn1p110mateuses‘227),
un effet qui avait déja été observé dans les cellules du mélanome®®, Les mémes auteurs
ont également démontré qu’il existait dans les cellules lymphomateuses une corrélation
inverse entre le niveau de méthylation du promoteur de MMP9 et son niveau d’activité

transcriptionnelle et traductionnelle; qu’il existait une corrélation inverse entre le niveau

de méthylation de certaines régions du promoteur de MMP9 et son expression aux

28



niveaux de ’ARN et de la protéine; enfin que la méthylation du promoteur de MMP9
abolissait son activité transcriptionnelle dans les cellules de fibrosarcome HT1080%%7. II
s’agissait de la premiére étude démontrant que des changements au niveau du statut de

méthylation du promoteur de MMP9 pouvait en affecter I’activité transcriptionnelle.

Tel que mentionné dans la section 1.2.5.1, les gélatinases MMP2 et MMP9 différent au
niveau de leur régulation transcriptionnelle. De facon similaire, elles différent au niveau
de leur régulation par la méthylation. En effet, contrairement & MMP9, I’expression de
MMP?2 n’est pas induite par le traitement & la 5-aza-2’-deoxycytidine dans les cellules

227)

lymphomateuses ou du mélanome®®. Par ailleurs, il a récemment été démontré que

I'expression de MMP2 n’était pas modifiée par I’analogue de cytosine 5-azacytidine dans

des cellules de neuroblastome®®

. Il semble donc que par opposition & MMP9,
Pexpression du géne de MMP2 ne serait pas soumise & une régulation par la méthylation
d’ADN dans ces types de cellules cancéreuses. Dans plusieurs lignées de cellules de
carcinome du pancréas toutefois, 1’expression de MMP2 est induite aprés traitement avec
la 5-aza-2’-deoxycytidine; de plus, I’expression de MMP2 dans ces cellules est corrélée
négativement avec le niveau de méthylation de son promoteur®®. Ces résultats suggérent
que dans les cellules de carcinome du pancréas, ’expression de MMP2 serait soumise a
une répression transcriptionnelle via une hyperméthylation de certaines régions de son

promoteur; de tels résultats soulignent également la spécificité reliée au type cellulaire

des mécanismes de régulation épigénétiques.

D’autres MMP pourraient également étre soumises 4 une régulation de 1’expression par la
méthylation d’ADN. En effet, une premiére étude a rapporté une influence de la
méthylation sur le niveau d’expression des MMP1, -3, -7 et -14 dans plusieurs lignées de
cellules de carcinome du pancréas; outre MMP2 et MMP9, les auteurs n’ont pas analysé

I’expression d’autres MMP®?%),

La régulation transcriptionnelle et épigénétique de 1’expression des MMP régissent les

événements qui conduisent & la synthése de leur ARN. Par la suite, un palier



supplémentaire de régulation de 1’expression des MMP consiste en divers mécanismes

post-transcriptionnels, qui sont décrits dans la section 1.2.5.3.

1.2.5.3 Régulation post-transcriptionnelle

Lorsque ’ARN des MMP est synthétisé, divers mécanismes entrent en scéne pour réguler
leur expression protéique ainsi que leur activité. Ces mécanismes, qui incluent la
stabilisation de I’ARNm, la localisation extracellulaire ciblée des enzymes, I’activation

pro-enzymatique et |’inhibition enzymatique, sont décrits ci-aprés.

L’expression de certaines MMP dépend de la stabilité et du temps de demi-vie de leur
ARNm. Il a été démontré que 1’expression de MMP1, MMP2 et MMP3 était soumise a
une telle régulation, bien que les mécanismes de stabilisation des ARNm en cause n’aient
pas été élucidés!'®* 3% 3D Dans le cas de MMP-9 par contre, il a été démontré que le

facteur de stabilisation HuR était impliqué®% %%,

Les enzymes qui sont synthétisées sont ciblées a des endroits spécifiques a la surface de
la cellule qui les produit. Ainsi, dans les kératinocytes qui lient le collagéne de type I par
leur intégrine a2Pl, I’expression de MMP1 est induite et I’enzyme est sécrétée
spécifiquement au point de contact cellule-matrice®®. De fagon similaire, MMP2 aprés
sécrétion par des cellules tumorales lie I’intégrine avp3 a la surface cellulaire!*”, Cette
localisation ciblée des MMP a la surface des cellules qui les produisent permettrait de

favoriser leur interaction avec des substrats particuliers.

De plus, les MMP, qui sont d’abord synthétisées sous forme de proenzyme inactif,
doivent acquérir la forme active afin d'exercer leur activité catalytique. Cette forme active
est obtenue apres clivage et relarguage de leur prodomaine, qui obstrue le site actif. Dans
le cas des MMP11, -28 et des MMP membranaires (MMP14, -15, -16, -17, -24, -25), qui
possedent un site consensus de clivage R-X-(R/K)-R reconnu spécifiquement par les pro-
convertases telles que la furine”®®?, le clivage du prodomaine aurait lieu au niveau de
I’appareil de Golgi, au cours des derniéres étapes de maturation des protéines. Ces MMP

seront donc exprimées sous forme active a la surface cellulaire® 9. Dans le cas des
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autres MMP, I’activation, qui a lieu dans ’espace extracellulaire, nécessite le bris de
Iinteraction « cysteine switch » qui relie le prodomaine au site actif’”. Plusieurs agents
peuvent effectuer ce bris, incluant des protéases ainsi que divers agents chimiques dont le
plus courant est I’ APMA (4-aminophenylmercuric acid)”. L’activation par des protéases
est un processus séquentiel®”: d’abord, une premiére attaque protéolytique déstabilise la
« cysteine switch » puis, une deuxiéme attaque protéolytique permet de relarguer
complétement le prodomaine®® 9, Les principales protéases qui peuvent activer les

MMP sont regroupées dans le Tableau 4.

Tableau 4. Protéases pouvant activer les différentes MMP

MMP Peut étre activée par
1 MMP3, MMP7, MMP10, plasmine, kallikréine. chymase
2 MMPI1, MMP7, MMP9, MMP13, MMP14, MMP15, MMP16, MMP17,

MMP24, MMP25

MMP1, plasmine, kallikréine, chymase, tryptase

] MMP3, MMP7, MMP10, plasmine

3
7 MMP3, MMP10, plasmine
8
9

MMP1, MMP2, MMP3, MMP7, MMP10, MMP13, plasmine

10 Elastase, cathepsine G, plasmine

11 Furine

12 ?

13 MMP2, MMP3, MMP7, MMP9, MMP10, MMMP 14, MMP15, plasmine
14 Furine

15 Furine ?

16 Furine

17 Furine ?

24 Furine

25 Furine ?
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MMP2, contrairement aux autres MMP sécrétées, n’est pas optimalement activée par la
plupart des protéases habituelles, mais est trés efficacement et spécifiquement activée par
les MMP membranaires. Le mécanisme d’activation de MMP2 par MMP14, qui présente
la particularit¢ d’impliquer une tierce partie, a été caractérisé en détails®**2%?,
Briévement, proMMP2 forme d’abord un complexe avec TIMP-2 (tisue inhibitor of
metalloproteinase-2) via leur domaine C-terminal, ce qui permet au domaine N-terminal
de TIMP-2 de lier simultanément MMP14 & la surface cellulaire. proMMP2 est alors

activée par une molécule de MMP14 adjagente, non-liée & une molécule de TIMP-2.

Enfin, I’activité protéolytique des MMP qui ont acquis la forme active est modulée par la
liaison de différents inhibiteurs. Conséquemment, I’activité protéolytique nette résulte de
’état d’équilibre entre les niveaux de MMP actives et ceux de leurs inhibiteurs. Les
premiers inhibiteurs naturels des MMP a avoir été caractérisés sont les TIMP (tissue
inhibitor of metalloproteinases). Quatre TIMP ont été clonés, purifiés et caractérisés
(TIMP-1 a TIMP-4)2%2%. pien que chacun posséde une affinité variable envers les
différentes MMP, tous sont capables d’inhiber chacun des membres de cette famille de

protéases®*?),

Les glycoprotéines TIMP-1 et TIMP-2 présentent environ 40% d’identité. TIMP-3
présente une plus grande homologie de séquence avec TIMP-2 que TIMP-1, alors que
TIMP-4 présente 37% d’identité avec TIMP-1 et 51% d’identité avec TIMP-2 et TIMP-
3% Les TIMP sont des protéines sécrétées; cependant, TIMP-3 est séquestré au niveau
de la matrice extracellulaire en liant les protéoglycans contenant de I’héparan sulfate et
possiblement, de la chondroitine sulfate®*?. Par ailleurs, TIMP-1 lie un récepteur encore
non-identifié a la surface des cellules de carcinome mammaire humain MCF-7(250), tandis
que TIMP-2 lierait un récepteur spécifique qui activerait des protéines G et la voie de
I’ AMP cyclique®". L’expression des TIMP est stimulée par plusieurs cytokines, dont les

interleukines-1, -6 et -11, de méme que par divers facteurs de croissance et hormones®**
253)



Une surexpression des TIMP a été observée dans différents types de tumeur, tels que des

. 2 255 s s
carcinomes mammaires®?, colorectaux®> (236) @57)

lymphomes non-Hodgkiniens®®; cette surexpression des TIMP est souvent associée avec

, gastriques™™™, pulmonaire et les

un mauvais pronostic pour les patients atteints de différents cancers. Dans les lymphomes
non-Hodgkiniens par exemple, une expression élevée de TIMP-1 est associée a un stade
d’évolution avancé et a4 un mauvais pronostic®®. Les TIMP exercent différentes
fonctions reliées a la progression tumorale; certaines sont MMP-dépendantes, d’autres

sont MMP-indépendantes. D’abord, les TIMP influencent la prolifération cellulaire.

. . . . . . . . -2
Ainsi, la surexpression des TIMP inhibe la croissance de tumeurs prlmalres(259 261,

Paradoxalement, TIMP-1 peut également promouvoir la croissance d’une variété de

(243; 262; 263)

cellules saines et transformées . Cette activité stimulant la prolifération

(264; 263)

cellulaire de TIMP-1 est parfois indépendante , mais également parfois

dépendante®® de son activité inhibitrice des MMP. De plus, les TIMP modulent
’activité apoptotique des cellules cancéreuses. Ainsi, I’expression de TIMP-1 par les

cellules de lymphome de Burkitt confére une résistance a I’apoptose médiée ou non par

FasL®7, alors que TIMP-2 protege les cellules de mélanome B16 de l’apoptose(zés);

toutefois, TIMP-2 promouvoit I’apoptose dans un modéle in vivo de cancer colorectal*®V,

TIMP-3 peut lui aussi stimuler I’apoptose, notamment dans plusieurs types cellulaires in
vitro et in vivo®®*")_ Enfin, les TIMP inhibent I’invasion et la métastasie par les cellules

tumorales. En effet, I'injection intrapéritonéale de TIMP-1 ou TIMP-2 recombinant

inhibe la formation de métastases au poumon par les cellules de mélanome B16*"* 8. la

surexpression de TIMP-1 supprime également le potentiel métastastatique des cellules

(260) @274)

tumorales de mélanome'™" et de carcinomes gastrique* " et de la peau(275 ). De méme, le

transfert adénoviral de TIMP-3 supprime la capacité métastatique des cellules de

(261; 269)

carcinome Hela et des cellules de fibrosarcome HT108 et la surexpression de

TIMP-4 par les cellules de carcinome mammaire MDA-MB-435 inhibe leur capacité

invasive et de métastasie®®.

Outre les TIMP, d’autres inhibiteurs endogénes des MMP ont été caractérisés: les
molécules homologues aux TIMP, I’alpha2-macroglobuline et RECK. TFPI-2 (tissue

factor pathway inhibitor 2) contient une région interne similaire aux TIMP et peut inhiber



MMPI1, -2, -9 et-13 par un mécanisme de séquestration(276)

. La trombospondine-2
présente également une homologie partielle avec les TIMP et peut inhiber I’activation de
proMMP2 et proMMP9 de méme que moduler la synthése de MMP2@"). L’alpha2-
macroglobuline est une protéine plasmatique qui peut inhiber tous les types de

(278)

protéases en séquestrant les enzymes et leur interdisant ainsi 1’accés & leur propres

(279)

substrats protéiques La glycoprotéine RECK (reversion-inducing cysteine-rich

protein with Kazal motifs) est associée & la membrane cellulaire par un lien GPI®*,
jusqu’a aujourd’hui, les études du potentiel d’inhibition des MMP par RECK ont

démontré une inhibition modérée de MMP2 et MMP14®) de méme que de MMP9@E0),

Les divers inhibiteurs des MMP contribuent donc au contrdle du niveau d’activité
protéolytique nette au sein d’un tissus ou d’une tumeur. Les principaux mécanismes par
lesquels ils exercent leur fonction inhibitrice consistent en un blocage de ’activation des
pro-MMP en leur forme catalytiquement active ou encore, en une contrainte stérique
empéchant les MMP actives de lier et par conséquent, de cliver leurs différents substrats

protéiques.

1.2.6 Substrats

Les MMP ont initialement été caractérisées pour leur capacité de clivage des différentes
composantes de la matrice cellulaire; aujourd’hui le spectre de substrats s’étend
également a diverses protéines non-matricielles. La spécificité de substrat des MMP a été
déterminée par I’identification de leur site de clivage chez des substrat protéiques (en
général, les MMP clivent un lien peptidique situé avant un acide aminé contenant une
chaine hydrophobe tel que Leu, Ile, Met, Phe ou Tyr) ou par incubation avec une série de
peptides synthétiques(zsz). Les principaux substrats des MMP qui ont été identifiés a ce

jour sont présentés dans le Tableau 5.
Bien que chaque MMP soit décrite comume présentant une spécificité de substrat limitée,

chacune peut dégrader plusieurs composés matriciels et non-matriciels, ce qui en fait des

protéases relativement polyvalentes. Il demeure toutefois que chaque MMP présente une
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Tableau 5. Substrats des MMP. Adapté de St-Pierre et Van Themsche, 2003.

Enzyme Substrats matriciels Substrats non-matriciels
MMP1 Collagenes (1, 11, III, VII, VIIL, X), ol-antitrypsine, al-chymotrypsine,
gélatine, aggrécan, nidogéne, entactine | g2-macroglobuline, MBP, TNF,
L-sélectine, IL-10, amyloide A sérique,
MMP2, MMP3, MMP9
MMP2 Collagénes (I, IV, V, VII, X, XI), galectine-3, MBP, TNF, IL-1p, B-amyloide,
gélatine, élastine, fibronectine, laminine- al-antitrypsine, IGF,
1 and -V, aggrécan, décorine FGF-R1, CCL7, MMP9, MMP13
MMP3 Collagenes (I, III, IV, IX), gélatine, al-antitrypsine, al-antichymotrypsine,
aggrécan, perlecan, décorine, élastine, | antithrombine-III, a2-macroglobuline,
fibronectine, laminine, entactine, caséine | MBP, TNF, IL-1 B, amyloide A sérique,
fibrinogéne, plasminogéne, MMP1,
MMP7, MMP§, MMP9, MMP13
MMP7 Collageénes (IV, X), gélatine, aggrécan, | MBP, a.l-antitrypsine, TNF, plasminogéne,
décorine, fibronectine, laminine, MMP1, MMP8, MMP9, MMP13,
entactine, élastine, caséine L-sélectine
MMP3 Collagénes (LII, IO, V, VIL, VIIL X), al-antitrypsine, o l-antichymotrypsine,
gélatine, aggrécan, fibronectine o2-antiplasmine, L-sélectine
MMP9 Collagénes (IV, V, VII, X), ¢élatine, al-antitrypsine, galectine-3, MBP, TNF,
élastine, aggrécan, fibronectine, IL-1PB, B-amyloide, plasminogéne, FGF-R1,
entactine, Jaminine, vitronectine MMP2, MMP13, précurseur TGFB
MMP10 Collagénes (1, I11, IV, IX), gélatine, MMP1, MMP7, MMP8, MMP9
caséine, aggrécan, élastine, entactine
MMP11 Collagene IV, caséine, laminine, al-antitrypsine, a2-macroglobuline
fibronectine, gélatine, aggrécan
MMP12 Collagéne IV, gélatine, élastine, caséine, | al-antitrypsine, MBP, fibrinogéne, fibrine,
fibronectine, vitronectine, laminine, plasminogéne
entactine
MMP13 Collagenes (1, I1, IIL, 1V, 1X, X), ol-antitrypsine, PAI-2, MMP2, MMP9, a.2-
gélatine, aggrécan, perlecan, fibronectine | macroglobuline, a.1-antichymotrypsine
MMP14 Collagénes (I, II, IIT), gélatine, caséine, | al-antitrypsine, a2-macroglobuline, MMP2,

¢lastine, fibronectine, laminine,
vitronectine, entactine

MMP13
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affinité variable envers ses différents substrats; ainsi, en présence de différents substrats
protéiques MMP12 dégrade majoritairement 1’élastine, envers laquelle elle présente la
plus grande affinité®®®. Par ailleurs, les différentes MMP démontrent une certaine
redondance parce que plusieurs d’entre elles peuvent cliver le méme substrat; toutefois,
des études de cinétique ont démontré que certaines MMP dégradent un substrat donné
plus efficacement que les autres MMP. A titre d’exemple, MMP2 et MMP9 lient et
clivent le collagéne avec une affinité et une efficacité inégalées parmi les autres
MMP,

En fonction du tissu et de la section tissulaire ou elles sont exprimées, les MMP sont
exposées a différents substrats et peuvent donc contribuer a des fonctions cellulaires et

tissulaires distinctes.

1.2.7 Fonctions

L’activité protéolytique des MMP est associée a divers processus physiologiques (dont le
développement embryonnaire, la croissance osseuse et la réparation des blessures), de
méme qu’a de nombreuses situations pathologiques (telles que les maladies
neurodégénératives, les maladies pulmonaires inflammatoires et le cancer). Les deux
principaux facteurs déterminant la fonction d’'une MMP dans un microenvironnement
donné sont 1) la nature des substrats clivés par ’enzyme et 2) la nature des produits de
clivage générés a partir du substrat, différents sites de clivage des MMP étant parfois
présents dans un méme substrat. Bien que les fonctions les mieux caractérisées des MMP
impliquent un remodelage par dégradation de la matrice extracellulaire, il apparait
ayjourd’hui que I’activité protéolytique des MMP altére également la fonction biologique

de diverses molécules matricielles et non-matricielles.

1.2.7.1 Fonctions physiologiques

Les MMP régulent, positivement ou négativement, la survie et la prolifération cellulaire
et ce, par divers moyens. Les MMP peuvent modifier les signaux intracellulaires
engendrés par ’adhésion a la surface cellulaire; ainsi, MMP3 induit I’apoptose de cellules

épithéliales mammaires en culture en altérant la signalisation intracellulaire induite par
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des intégrines présentes a leur surface cellulaire qui lient la fibronectine, en clivant ces
intégrines(zss) ; cet effet est renversé par des inhibiteurs de MMP®ZE®), Alternativement, les
MMP peuvent moduler directement la biodisponibilité de molécules solubles induisant
I’apoptose ou la prolifération cellulaire. En effet, MMP7 et MMP-3 peuvent cliver et
relarguer FasL de la surface cellulaire®”; la forme soluble de FasL relachée apres
clivage par MMP-7 peut induire I’apoptose de cellules épithéliales adjacentes exprimant
le recepteur Fas®?. Toutefois, lorsque le traitement avec MMP7 est prolongé, on observe
plutét un effet protecteur du clivage de FasL, qui se traduit par une sélection des cellules
épithéliales adjacentes résistantes a 1’apoptose®®. De plus, MMP7 peut inhiber

I’apoptose de cellules non-transformées en clivant et relarguant le facteur de croissance

HB-EGF®%), qui assure la survie cellulaire en liant son récepteur ErbB4.

Les MMP contribuent également au processus de migration cellulaire, qui est notamment
requis pour la réparation des blessures. Ainsi, MMP1 initie la migration des kératinocytes
responsables de la réépithélialisation en clivant le collagéne de type I autour d’une
plaie®?; 1a migration de cellules endothéliales a travers un gel de collagéne ou de fibrine
est inhibée par des inhibiteurs de MMP®" #2, empéchant la formation de nouveaux
vaisseaux sanguins au sein du tissu cicatriciel; enfin, la réparation tissulaire est retardée
chez des souris traitées avec un inhibiteur de MMP®*® et chez des souris déficientes en
MMP3®%. Le processus de migration cellulaire MMP-dépendant est également impliqué
dans le développement feetal: ainsi, des anticorps bloquants sélectifs pour MMP9 inhibent
la migration des trophoblastes & travers la matrice extracellulaire in vitro®®. Enfin, la
migration cellulaire MMP-dépendante est requise pour le développement neuronal: un
anticorps bloquant sélectif pour MMP9 inhibe la migration des oligodendrocytes en
culture®® et MMP2 favorise la migration neuronale en dégradant le sulfate de

chondroitine, un inhibiteur de la migration neuronale®?.

Les MMP contribuent par ailleurs au processus d’angiogénése, qui est requis non
seulement pour la réparation des blessures mais également pour le développement des os
longs chez I’adulte. Ainsi, MMP1 et MMP3 peuvent dégrader le perlecan et permettre le

relarguage de bFGF, une molécule pro-angiogénique qui y est 1iée®*®; MMP2 peut cliver



et diminuer l’activité du facteur pro-angiogénique FGF-1%°®, MMP12 diminue
'angiogénése dans des gels de fibrine en clivant le récepteur de 'uPACYY; les MMP3, -7,
-9 et —12 peuvent générer D’inhibiteur d’angiogénése angiostatine en clivant le

plasminogéne®”'?™; enfin, les souris MMP9-déficientes présentent un défaut

d’angiogénése qui inhibe I’ossification®®,

Enfin, I’activité des MMP peut influencer la réponse immunitaire. Ainsi, MMP9 clive IL-
8 et augmente son activité chimiotactique envers les différents types cellulaires
impliquées dans la réponse immunitaire®*®; de la méme fagon, plusieurs MMP peuvent
cliver TNFa. de la surface cellulaire pour en relarguer la forme active®®”, De plus, le
précurseur de la cytokine pro-inflammatoire IL-1B peut étre clivée par MMP2, MMP3 et
MMP9 pour générer sa forme active®®®, bien qu’une incubation prolongée avec ces
MMP résulte en la dégradation de ’IL-1B et en la perte de son activité biologique(3°9).
Enfin, MMP9 et MMP14 peuvent cliver la forme latente de TGFp stockée dans la matrice
extracellulaire, libérant ainsi une forme soluble et active de la cytokine anti-

inflammatoire®'% 31D,

1.2.7.2 Fonctions pathologiques

Un niveau d’expression et/ou d’activité inappropriés des MMP sont associés avec un
grand nombre de situations pathologiques, incluant la destruction du cartilage et des os
dans ’arthrite et I’arthrose®'% 31, 1a dégradation de la MBP (myelin basic protein) dans

les maladies neuroinflammatoires®!¥

et le bris de la barriere hémato-encéphalique lors
d’un traumatisme cérébral®®. Les MMP sont également associées aux maladies
pulmonaires inflammatoires: des niveaux élevés de MMP2 et MMP14 sont présentes dans
les liquides alvéolaires bronchiques des patients souffrant d’asthme bronchique®'® et
dans les tissus de patients souffrant d’emphyséme pulmonaire®!'”; de plus, MMP14 peut
inactiver SDF-1¢'®) une chimiokine impliquée dans le recrutement des leukocytes
observé dans diverses ésions inflammatoires du poumon®'®, de méme que CCL76%%:32D,
également associée a I'inflammation pulmonaire®®®. Parmi tous les roles pathologiques
suspectés ou confirmés des MMP, ce sont ceux reliés au cancer qui ont recu la plus

grande attention. Les MMP contribuent en effet & tous les différents aspects de la
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progression tumorale, incluant la tumorigénése (apparition de la tumeur primaire), la
prolifération cellulaire, I’évasion de I’apoptose, la croissance tumorale, I’évasion de la

réponse immunaire, I’angiogénése, I’invasion et la métastasie.

Certaines MMP contribuent a la transformation néoplasique des tissus sains. Il a ainsi été
rapporté que les souris déficientes en MMP11 développent moins de tumeurs épithéliales

G3). de méme, la surexpression de MMP3 dans des cellules

que les souris témoins
épithéliales mammaires initie leur transformation néoplasique®??. L’utilisation de souris
transgéniques exprimant MMP3 sous un promoteur inductible a effectivement permis de
bien caractériser le role de MMP3 dans la carcinogénése mammaire in vivo®>,
L'importance des MMP d'origine stromale dans la tumorigénése a été démontrée dans un
modéle de carcinogénése de la peau, ou les souris déficientes en MMP9 développent un
moins grand nombre de tumeurs invasives; cet effet est renversé par la reconstitution de
I’expression stromale de MMP9 par la transplantation de moelle osseuse provenant de
souris normales®*®. Dans ces conditions, I’apport de MMP9 par les cellules stromales, en
l'occurence des cellules infiltrantes du systéme immunitaire, s’est avéré suffisant pour le

développement tumoral.

Les MMP favorisent également la prolifération des cellules cancéreuses, principalement
en augmentant la biodisponibilité ou en activant des facteurs de croissance dont les
cellules tumorales expriment les récepteurs. A titre d’exemple, plusieurs MMP dégradent
IGFBP (insulin growth factor binding protein), ce qui permet de libérer le facteur de
croissance IGF-1 qui y était complexé®?”; de méme, Pactivité de MMP3 permet de
mettre en circulation la forme active de HB-EGF, qui était autrement liée & la membrane
cellulaire sous forme latente®®; HB-EGF est un puissant mitogéne pour les cellules
tumorales®*. En outre, les MMP peuvent conférer aux cellules tumorales une résistance
a ’apoptose, notamment par le clivage de molécules exprimées a leur surface. Ainsi, le
traitement de cellules tumorales par des inhibiteurs de MMP empéche le clivage et la
reladche de FasL a la surface cellulaire et rend les cellules tumorales plus vulnérables a
I’activité cytotoxique des lymphocytes T CD8" ©30). de méme, le traitement de cellules

tumorales exprimant MMP7 par un oligonucléotide antisens ciblant MMP7 augmente la
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sensibilité des cellules tumorales a 1'apoptose médiée par Fas®!. Enfin, I’inhibition de
I’expression de MMP7 par des cellules tumorales, au moyen d’un ADN antisens,

augmente |’effet cytotoxique de la doxorubicin®*?.

Les MMP jouent également un rdle important dans la croissance tumorale. A titre
d’exemple, la surexpression de MMP7 par les cellules tumorales accélére la croissance
tumorale dans un modéle murin de carcinome du colon®? et MMP9 accélére la
croissance des tumeurs dans un modéle murin de LNH®*Y. Tout en favorisant la
croissance tumorale, les MMP contribuent a 1’évasion de la réponse immunitaire anti-
tumorale, notamment en dégradant les chimiokines CCL7 et SDF-1 qui attirent les
cellules du systéme immunitaire dans le stroma péritumoral(3 18, 320, 32) s MMP
influencent également le processus d’angiogénése tumorale, nécessaire notamment a
I’approvisionnement en nutriments et en oxygéne des tumeurs en croissance. Ainsi, le
traitement des souris avec des inhibiteurs a large spectre de MMP inhibe ’angiogénése
dans différents modeles expérimentaux de cancer® 39 De plus, les souris déficientes
en MMP2 présentent une réduction des niveaux d’angiogénése et de croissance
tumorale®®” et [P’activitt de MMP9 est requise pour Dinitiation du processus

d’angiogénése des carcinomes pallcréatiques(338).

Les MMP pourraient également
moduler 4 la baisse le niveau d’angiogénése tumorale: bien qu’une telle observation in
vivo n’ait pas été rapportée a ce jour, il a été démontré in vitro que les MMP3, -7, -9 et -

12 peuvent générer 1'agent anti-angiogénique angiostatine a partir du plasminogéne(m'

304)

L’invasion tumorale est un processus multiséquentiel au cours duquel les cellules
tumorales migrent & travers la matrice extracellulaire du stroma péritumoral aprés s'étre
détachées de la tumeur. Les capacités invasives des cellules tumorales sont souvent
corrélées positivement avec la surexpression de membres de la famille des MMP; une
telle corrélation a notamment été établie par les carcinomes épidermoides avec les
MMPI, -2, -3, =9 et —14%%% 39 4insi que dans le carcinome de 1’cesophage avec les
MMP7, -9 et —14%*D De plus, I'invasion requiert des activités de migration cellulaire,
lesquelles sont partiellement médiées par des MMP. Expérimentalement, les capacités

invasives des cellules tumorales sont déterminées par le test d’invasion, qui consiste a
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analyser la migration de cellules tumorales a travers une couche de protéines de la matrice
extracellulaire puis un filtre poreux, sous I’effet d’un chimioattractant. La capacité
d’invasion des cellules du fibrosarcome HT1080 par exemple, mesurée par le pourcentage
de cellules parvenant a traverser le filtre poreux, est augmentée par I’ajout de MMP2
recombinante soluble et inhibée en présence de TIMP-2, qui inhibe MMP2 avec une
grande affinité®*?. De la méme facon, les cellules HT1080 transfectées avec 'ADNc de
MMP14 présentent une plus grande capacité invasive que les cellules témoins (en

I’occurrence, des HT1080 non-transfectées)(3 ),

Enfin, le réle des MMP dans le processus de métastasie, c’est-a-dire la formation de
tumeurs secondaires générées par la prolifération de cellules dérivant de la tumeur
primaire qui se sont disséminées, a ét¢ démontré & I’aide du modéle expérimental de
métastasie. Ce modele consiste en I’injection de cellules tumorales par la voie sanguine et
I’énumération subséquente des tumeurs secondaires apparaissant dans les organes cibles
(la nature des organes cibles variant en fonction du type de cancer étudié). Ainsi, des
cellules tumorales non-métastatiques (incapables de produire des tumeurs secondaires
dans le modéle expérimental de métastasie) acquiérent des propriétés métastatiques apres
transfection d’ADNCc codant pour des MMPE*: 39 alors que les capacités métastatiques
d’autres cellules tumorales sont inhibées chez des souris transgéniques surexprimant
TIMP-184¢ 39 {importance des MMP d'origine stromale au sein du processus
métastatique a été démontrée par des études de métastasie expérimentale chez des
animaux génétiquement modifiés. En effet, lorsque des lignées de cellules
mélanomateuses ou de carcinome du poumon ont été injectées chez des souris déficientes
en MMP2 ou MMP?9, la dissémination s'est avérée moins efficace par comparaison avec

I'injection de ces mémes cellules chez des souris de souche sauvage®?” 19,

Les multiples contributions des MMP aux diverses étapes de la progression tumorale leur
ont rapidement valu le titre de cibles thérapeutiques dans la lutte contre le cancer. Tout un
secteur de l'industrie pharmaceutique s’est ainsi tourné vers le développement de

nouveaux composés capables d’inhiber les MMP.
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1.2.8 Inhibition thérapeutique des MMP

Différentes stratégies de ciblage thérapeutique des MMP ont été envisagées jusqu’a
aujourd’hui, dont quelques unes ont déja fait ’objet d’études pré-cliniques et cliniques.
Ainsi, puisqu’une surexpression des MMP est associée a différents cancers, il semble
pertinent d’en inhiber la production en ciblant, par exemple, les agents solubles qui les
induisent. Cependant, tous les génes des MMP ne sont pas modulés de la méme facon par
les différents agents solubles; de plus, ces agents solubles ne modulent pas seulement
I'expression génique des MMP, mais exercent aussi un effet sur diverses classes de
molécules, ce qui augmente les risques d’engendrer des effets secondaires importants. A
cet égard, peu de composés inhibant ’expression de MMP ont fait I’objet d’études
cliniques jusqu’a présent. La stratégie la plus populaire d’inhibition thérapeutique des
MMP se situe plutdt au niveau post-transcriptionnel et consiste & bloquer leur site actif,
Les premiers essais impliquaint [’utilisation des TIMP, présentent deux limitations
majeures: ils constituent des inhibiteurs a large spectre des MMP et des ADAM, ce qui
augmente les effects secondaires associés 4 leur utilisation; par ailleurs, les TIMP peuvent
promouvoir la croissance tumorale, un effet contraire i celui escompté. L’industrie
pharmaceutique s’est donc tournée vers la synthése d’inhibiteurs synthétiques de MMP.
Plusieurs sont des agents peptidomimétiques, c’est-a-dire qu’ils miment la structure du
substrat de ces molécules, ce qui leur permet de bloquer le site actif des enzymes; certains
d’entre eux comportent également une portion hydroxamate qui séquestre 1’atome de zinc
nécessaire a I’activité catalytique des MMP. Se situent dans cette catégorie les composés
BB-94 (Batimastat™) et BB-2516 (Marimastat™) de British Biotech Pharmaceuticals.

B9 et les biphosphonates®>®, lient

D’autres composés, tels que les tétracyclines
spécifiquement la portion du site actif des MMP qui coordonne 1’atome de zinc, inhibant
ainsi toute activité catalytique en empéchant les MMP de coordonner un atome de zinc.
Ces différents agents ont démontré leur efficacité 4 contrer la progression tumorale lors
d’essais pré-cliniques dans les modéles murins de cancer, validant ainsi le concept
d’inhibition thérapeutique des MMP. Dés 1988 par exemple, ’inhibiteur a large spectre
SC-44463 a réussi a bloquer le processus de métastasie chez la souris®?. Plus tard, le

traitement de souris immuno-déficientes avec le Batimastat aprés I’ablation d’une
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xénogreffe de carcinome mammaire a inhibé la réapparition locale de la tumeur et retardé

I’apparition de métastases®>,

En études cliniques par contre, les inhibiteurs synthétiques des MMP n’ont pas produit les
effets escomptés chez les patients cancéreux. Dés la phase I, des douleurs
musculosquelettiques et inflammatoires ont été associées au traitement prolongé avec ces
agents®™> . ay cours des phases II/IIl qui ont suivi, les inhibiteurs synthétiques des
MMP ont démontré une efficacité faible ou nulle!!?% 3%, Incidemment, il a été démontré a
'aide de modéles expérimentaux de lymphome et de carcinome mammaire que le
traitement au Batimastat facilitait 1’apparition de micrométastases au foie®’ et que
I'expression de MMP9 était induite dans les cellules de fibrosarcome HT1080 apres
traitement avec des inhibiteurs synthétiques®*®. Bien que plusieurs études cliniques aient
¢té définitivement interrompues, faute de pouvoir démontrer ’efficacité des COmposés
testés, de récents rapports d’études cliniques avec un inhibiteur synthétique de MMP se
sont malgré tout avérés encourageants. En effet, le Marimastat™ ralentit la progression

du carcinome pancréatique®>”

et la survie de patients atteints de carcinome gastrique au
stade avancé a été prolongée par le traitement avec ce composé®*®; par ailleurs,
Iutilisation du Marimastat™ en combinaison avec le temozolomide, une drogue
chimiothérapeutique cytotoxique, a permis une amélioration significative des symptomes
chez des patients atteints de glioblastome®®, Ces résultats encourageants incitent a
persévérer dans le développement d’inhibiteurs synthétiques de MMP pour la thérapie
anti-cancéreuse; plusieurs recommandations ont déja été faites qui doivent baliser les

futurs travaux®>?,

Peu d'études ont été consacrées a la régulation de I'expression et aux réles des MMP dans
les LNH. Néanmoins, les informations disponibles a ce jour, présentées dans la section
1.2.9, soulignent I'importance des MMP dans la progression des LNH et incitent a
poursuivre la caractérisation de leur régulation et de leurs rdles afin d’établir une stratégie

optimale de lutte contre ce groupe de cancers.
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1.2.9 Les MMP dans les lymphomes non-Hodgkiniens

Certaines MMP sont plus fortement exprimées que d'autres dans les LNH. Dans une
¢tude du patron de l'expression des MMP dans les lymphomes malins humains, par
exemple, il a ét¢ démontré & l'aide des techniques d'hybridation in situ et
d'immunobuvardage de type Northern que MMP9 est exprimée dans la majorité des LNH.
Selon cette étude, MMP9 est produite en plus grande quantité dans les tumeurs des
patients au stade avancé plut6t qu’au stade précoce, a la fois par les cellules stromales
(principalement les macrophages) et les cellules tumorales®®®. De plus, alors que les
MMPI1, -2 et -7 ne sont détectables que dans quelques cas, les MMP3 et -10 ne sont
exprimées par aucune des tumeurs testées**?. Une autre étude par la méme équipe, visant
a mesurer MMP9 et MMP11 par immunobuvardage de type Northern, a démontré que
MMP9 était surexprimée dans les LNH, alors que MMP11 y était indétectable®®?. Par
ailleurs, il a été démontré que les lignées lymphomateuses humaines SB (lymphocytes B
transformés) de méme que CEM et Jurkat (lymphocytes T transformés) sécrétent MMP2
et MMP9 constitutivement dans le milieu de culture®%?; enfin, les niveaux de MMP9
dans le foie dans un modéle murin de lymphome T sont positivement corrélés avec la
progression de la métastasie au foie®®®. Toutes ces données suggerent un réle important
de MMP9 dans les LNH; MMP9 est d'ailleurs considérée aujourd’hui comme un
marqueur de la progression des LNH®% 11 est cependant a noter que TIMP-1 est
également surexprimé dans la majorité des LNH et que les niveaux d'expression de
l'inhibiteur sont en relation directe avec l'agressivité des tumeurs®®® %Y. 1l est donc
possible que TIMP-1 favorise ici la croissance tumorale, tel que décrit a la section 1.2.5.3.
I est aussi possible que de hauts niveaux de TIMP-1 empéchent 'activation de proMMP9
ou l'activité de MMP9, ce qui minimiserait alors l'importance de la surexpression de
MMP9 dans les LNH. Des tests d'activité protéolytique sont donc requis pour déterminer
le niveau d'activité nette de MMP9 dans les LNH. La seule étude en ce sens démontre, a
l'aide de tests d'invasion sur Matrigel, que les MMP constituent la principale classe de

protéases impliquées dans la dégradation de la matrice extracellulaire par les LNH®),

A Pinstar d’autres types de cancer mieux caractérisés, les MMP semblent faire l'objet

d'une régulation transcriptionnelle complexe dans les LNH, autant par des facteurs
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solubles tels que des cytokines que par les interactions cellule-cellule. Ainsi, IL-6
augmente les niveaux d'expression de MMP2 et MMP9 dans des lignées de lymphome
d'origine B et T (Raji, Jurkat et NC-37). De plus, une corrélation positive entre les
niveaux d'IL-6 et de MMP2 et MMP9 a été observée dans différentes tumeurs de LNH;
cette modulation de I'expression des MMP est spécifique a I'lL-6, puisque d'autres
cytokines telles que IL-1p, TNFa et TGFB n'ont pas produit d'effet®%®. L'importance des
cytokines dans la régulation de I'expression des MMP dans les LNH a été confirmée par
une autre étude, qui rapporte que I'IL-6 de méme que I'IL-13 augmentent le niveau
d'expression de MMP9 dans la lignée de lymphome B Raji®*®". Cependant, les contacts
directs cellule-cellule modulent également l'expression des MMP dans les LNH; ainsi,
l'expression de MMP9 est induite dans des lignées de lymphome T murines lors de leur
contact direct avec une lignée de cellules endothéliales'*?. Dans ce cas, l'intégrine LFA-1
est essentielle a l'induction de l'expression de MMP9 dans les cellules lymphomateuses

lorsqu'elle lie son ligand ICAM-1 exprimé a la surface des cellules endothéliales.

Bien que les données disponibles a ce jour suggérent déja un rdle important des MMP
dans la progression des LNH, il faut garder a l'esprit que la plupart des travaux sur la
régulation de l'expression des MMP dans les LNH portent principalement sur les
gélatinases; des données cruciales concernant la régulation d'autres MMP devront étre
rassemblées avant d'établir et de valider une stratégie thérapeutique d'inhibition des MMP
dans la lutte contre les LNH. La section 1.2.10 décrit comment 1'étude de la régulation et
du rdle des stromélysines MMP3 et MMP10 se place au premier rang pour l'atteinte de

cet objectif.

1.2.10 Les stromélysines et le cancer
Les stromélysines MMP3 (stromélysine-1) et MMP10 (stromélysine-2) sont exprimées
par divers types cellulaires, dans des contextes physiologiques et pathologiques. MMP3

72 et les lymphocytes B Pél'ipllériques(368);

est notamment exprimée par les fibroblastes
I’expression de MMP10 par les kératinocytes a été caractérisée en détail, particuliérement
dans le cadre du processus de réparation des blessures®®* 3’?, Bien que ’expression des

deux stromélysines soit largement associée aux épithéliums, elles sont rarement produites
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par les tumeurs d’origine épithéliale. En effet, ’ARNm de MMP3 n’est pas détecté dans

les carcinomes épidemoides de la téte et du coum]), du pancréas(3 72), du colon® 73), de

(373) (374)

I’estomac* " ou de la prostate™” ", alors que I’ARNm de MMP10 n’a pas été détecté dans

(373)

les carcinomes gastriques et du colon et de la peau®”™. Dans les tumeurs ou des

stromélysines sont détectables, elles sont le plus souvent produites par les cellules
stromales; MMP3 par exemple est exprimée par les fibroblasts stromaux dans 50% des
spécimens analysés de carcinome du c6lon®®, alors que MMP10 est produite par des
fibroblastes stromaux dans 60% des spécimens analysés de carcinome épidermoide de la

téte et du cou®’”. Dans certains cas toutefois, les cellules tumorales produisent elles-

(378)

mémes des stromélysines: en effet, les cellules de carcinome de la téte et du cou™ "™ et de

la peau®®, de méme que différentes lignées de mésothéliome par exemple(3 80)

(381)

, expriment
MMP10. De la méme fagon, les cellules de carcinomes mammaires” ’, ainsi que diverses

lignées de mésothéliome®*?, produisent MMP3.

Le niveau d’expression de MMP3 et MMP10 est parfois associé avec un plus grand
potentiel tumorigénique des cellules cancéreuses qui les produisent. Ainsi, MMP3 est
davantage exprimée dans les tumeurs malignes (carcinomes) de la peau que dans les
tumeurs bénignes ou les lésions pré-cancéreuses®™; par ailleurs, MMP3 et MMP10 sont
exprimées plus fortement par des lignées cellulaires d’embryons de rat de potentiel
métastatique élevé que par les cellules a faible potentiel métastatique, qui en produisent
peu ou pas du tout®®?, Dans le méme ordre d’idées, le niveau d’expression de MMP10
dans des carcinomes épidermoides de 1’cesophage est corrélé positivement avec la taille
des tumeurs de méme qu’avec la présence de métastases chez les patients(384); pour les
carcinomes de la peau cependant, aucune corrélation n’a pu étre établie entre le niveau

d’expression de MMP10 et les propriétés invasives des tumeurs®’,

MMP3 et MMP10 présentent une grande similitude de structure, leur séquence en acides
aminés étant identique a 82% Les deux MMP présentent par ailleurs une redondance
au niveau de leur activité catalytique, toutes deux pouvant notamment cliver les
collagénes de type I, III, IV et IX de méme que les MMPI1, -7, -8 et -9, (Tableau 5).

MMP3 et MMPI10 font néanmoins I’objet d’une régulation transcriptionnelle
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différentielle. Ainsi, les deux stromélysines sont souvent exprimées par des populations
cellulaires distinctes, & 1’état basal ou activé. A titre d’exemple, ce ne sont pas les mémes
types de kératinocytes qui expriment MMP3 et MMP10%®7 et seule MMP3 est exprimée
constitutivement par les fibroblastes’; par ailleurs, le PMA induit I’expression de

MMP10 seulement dans les lymphocytes T périphériques®*®

, alors que HGF induit
’expression de MMP3 uniquement dans les cellules du carcinome hépatique®®”. MMP3
et MMP10 font donc I’objet, de fagon individuelle, d’une régulation transcriptionnelle
complexe au sein des tumeurs, par des agents solubles, tel que décrit plus haut, mais
également par des interactions cellule-cellule ou cellule-matrice. L’expression de MMP3
par les cellules de carcinome mammaire, par exemple, est induite par I’'engagement, au
contact de protéines de la matrice extracellulaire, des sous-unités al et 0.2 des intégrines
qu’elles expriment & leur surface®®; par ailleurs, le niveau d’expression de MMP3 dans
les fibroblastes augmente & la suite d’un contact direct avec des lignées de cellules de

carcinomes mammaires®®?,

Parmi les différents substrats, matriciels et non-matriciels, d¢ MMP3 et de MMP10 on
compte plusieurs molécules susceptibles d’influencer, positivement ou négativement, la
progression tumorale. Des tests fonctionnels ont par ailleurs déja permis de caractériser
certains roles associés aux deux stromélysines au sein du processus tumoral. MMP3 par
exemple peut favoriser la transformation des cellules épithéliales mammaires®2* 325 390),
De plus, les stromélysines peuvent favoriser la prolifération des cellules tumorales en
augmentant la biodisponibilit¢ de facteurs de croissance. MMP3 peut ainsi dégrader
IGFBP et libérer IGF qui y était complexé®” 3D, de méme que cliver HB-EGF de son
site d’ancrage 4 la surface cellulaire®®®. Par ailleurs, les stromélysines peuvent moduler
la réponse immunitaire anti-tumorale. Ainsi, MMP3 peut freiner le processus
inflammatoire en dégradant I'IL-1®%), et réduire Dinfiltration par des cellules
immunitaires dans la tumeur en dégradant la chimiokine SDF-1 (stromal cell-derived
factor-1)®'® ou en clivant les MCP (monocyte chemoattractant proteins) de fagon a

générer un antagoniste de leur récepteur®>?,
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MMP3 peut également moduler le processus d’angiogénése tumoral, de maniére positive
ou negative selon la nature des substrats clivés. Ainsi, MMP3 peut freiner I’angiogénése
en produisant la molécule anti-angiogénique angiostatine par clivage du plasminogéne®®:
. 3 I'opposé, MMP3 peut dégrader le perlecan auquel était complexé bFGF et ainsi
augmenter la biodisponibilité de la molécule pro-angiogénique bFGF®*®. MMP3 ainsi
que MMP10 influencent indirectement le processus d’angiogénése, en clivant et en
activant proMMP9(392; 393). En effet, MMP9 peut générer de I’angiostatine par clivage
du plasminogéne(303); MMP9 peut aussi cliver et relarguer la molécule pro-angiogénique

VEGF(338).

L’expression de MMP3 et MMPI10 par divers types de cellules tumorales est
généralement associée 4 I’acquisition de propriétés invasives, notamment dans le cas du
carcinome épidermoide de la peau(394) et de I’astrocytome(395). Le clivage de certaines
molécules d’adhésion par les stromélysines peut en effet limiter les événements
d’adhésion cellule-cellule ou cellule-matrice et ainsi favoriser la migration cellulaire et
invasion tumorale. MMP3 par exemple peut cliver E-cadhérine et la relarguer de la
surface cellulaire, inhibant ’aggrégation intercellulaire médiée par E-cadhérine et
facilitant I’invasion cellulaire a travers le collagéne de type I°%; de la méme facon, en
clivant la portion N-terminale de la chaine y2 de la composante matricielle laminine-5,
MMP3 favorise la migration des cellules de carcinome mammaire & travers la matrice
extracellulaire®?”. Dans certains cas toutefois, I’expression de stromélysines par les
cellules tumorales pourrait nuire & I’invasion tumorale: en effet, il a été rapporté que
MMP3 pouvait inhiber I’invasion du Matrigel par des cellules de carcinome mammaire,

via un mécanisme impliquant la dégradation du plasminogene(398).

En somme, ’expression dans les tumeurs des stromélysines MMP3 et MMP10, par les
cellules tumorales elles-mémes et par les cellules stromales, n’est induite que dans des
conditions d’activation cellulaire particuliéres. Il est donc possible que ’expression de
MMP3 et MMP10 varie en fonction du type tumoral analysé (primaire ou secondaire,
localisation), ou du stade d’évolution de la maladie, puisque les propriétés des cellules

tumorales de méme que leurs interactions avec le stroma évoluent au cours de la
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progression tumorale. La seule analyse de 1’expression des stromélysines dans des
spécimens de LNH publiée a ce jour révélait I’absence de niveaux détectables des ARNm
de MMP3 et MMP10%%0; i1 faudrait cependant caractériser la régulation de I’expression
de ces MMP dans les LNH afin de déterminer si I’absence d’expression des stromélysines
observée au sein de ces tumeurs est reliée au stade d’évolution de la maladie et/ou a la
nature du tissu atteint. Il faudrait également caractériser les réles de MMP3 et MMP10

dans la progression des LNH.

Les travaux de recherche dont fait état la présente thése visaient a caractériser la
régulation de I’expression de MMP3 et MMP10 dans des LNH, de méme que leur réle au
sein du processus de croissance tumorale des LNH. Des cocultures de lignées de cellules
lymphomateuses avec des lignées de cellules stromales ont permis d’observer que
I'expression de MMP3 et MMP10 est induite chez les cellules lymphomateuses de type T
murines apres contact spécifique avec des cellules endothéliales; 1’expression de MMP10
est également inductible chez des cellules lymphomateuses de type T et B humaines aprés
contact avec des cellules endothéliales. Outre cette régulation de 1’expression par contact
intercellulaire, 1’expression de MMP10 est induite chez des lignées de cellules
lymphomateuses humaines de type B par certaines cytokines, qui sont reconnues pour
leur contribution a la pathophysiologie des LNH. Ensuite, des tests biologiques effectués
4 I’aide d’un modeéle murin de LNH ont permis d’observer qu’a I’image de MMP9, la
surexpression de I’une ou I’autre des deux stromélysines par les cellules lymphomateuses
accélére la croissance du lymphome dans le thymus. Cependant, la surexpression de
MMP10, de méme que celle de MMP9, ralentissent plutdt la croissance des tumeurs
lymphomateuses lorsque les cellules sont injectées dans la région sous-cutanée. Une telle
dualit¢ dans le r6le de MMP10 et MMP9 lorsque produites par des cellules
lymphomateuses renforce le concept que bien que les propriétés intrinséques des cellules
tumorales influencent 1’évolution du cancer, 1’environnement qu’elles colonisent ainsi
que la nature des relations qu’elles établissent avec lui ont également un impact sur la

progression tumorale.
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CHAPITRE 2

Stromelysin-1 (MMP3) is inducible in T lymphoma cells and accelerates the growth of

lymphoid tumors in vivo
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Résumé

MMP3 (stromélysine-1) peut non seulement cliver différentes composantes de la matrice
extracellulaire mais également, différentes biomolécules non-matricielles. Par son activité
protéolytique, MMP3 peut notamment activer d’autres protéases ayant une fonction pro-
tumorale, incluant MMP9; I’expression de MMP3 dans le microenvironnement tumoral
pourrait donc favoriser la progression du cancer. Il a déja été démontré que des contacts
intercellulaires pouvaient réguler la transcription des génes codant pour les MMP, en
faveur de I’augmentation de leur niveau d’expression par les cellules cancéreuses et/ou
stromales. Dans le présent article, nous démontrons que I’expression de MMP3, qui est
habituellement associée aux cellules stromales péritumorales, peut également étre induite
dans les cellules T lymphomateuses, de fagon transitoire et via un contact intercellulaire
direct et spécifique avec des cellules endothéliales. Nos résultats démontrent donc que
I’expression de MMP3 au sein des tumeurs lymphomateuses est soumise & une fine
régulation transcriptionnelle et suggérent que MMP3 puisse moduler localement la
progression du lymphome. Lors de tests subséquents de caractérisation de I’effet de
I’expression de MMP3 par les cellules lymphomateuses sur la progression du lymphome,
nous avons observé a I’aide de transfectants stables de cellules lymphomateuses
surexprimant MMP3 que I’activité de cette enzyme augmentait la capacité de migration
des cellules lymphomateuses a travers la matrice extracellulaire in vifro, suggérant que
I’expression de MMP3 par ces derniéres puisse en effet favoriser la progression du
lymphome. De plus, dans notre modéle murin de lymphome thymique, les souris ayant
recu une injection intrathymique de cellules lymphomateuses surexprimant MMP3 ont
développé une tumeur intrathymique plus rapidement que les souris ayant re¢u une
injection de cellules lymphomateuses témoin, ce qui indique que MMP3 accélere la
croissance du lymphome thymique in vivo. Ces résultats constituent la premiére

indication que I’expression locale de MMP3 facilite la progression du lymphome in vivo.
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Introduction

Non-Hodgkin’s lymphomas, and several other cancers, are associated with severe
metastatic disease that results in high mortality rates. The metastatic properties of tumor
cells are acquired through the regulation of the expression of various molecules, including
some involved in angiogenesis as well as in cellular migration and invasion. Matrix
metalloproteinases (MMPs) constitute one of these families of regulated molecules that
plays a central role in all these events [1-4]. In this regard, a direct link between the level
of MMP9 (Gelatinase B) produced by lymphoma cells and their metastatic potential has
been established [5-7]. MMP3 has already been associated with metastatic potential of
different types of cancer cells: MMP3 transcript is more abundant in malignant than
benign skin squamous cell carcinomas [8]; there is a correlation between MMP3
expression and high metastatic potential of transformed rat embryo cell lines [9]; in
endometrial sarcoma, staining for MMP3 is more pronounced in high grade than in low
grade tumors [10]. The exact role of MMP3 in lymphoma development remains,
however, unknown. A better understanding of the regulatory mechanisms controlling its
expression and of its effect on tumor growth is thus crucial for the development of new

avenues for therapeutic intervention.

The expression of MMPs is regulated at four different levels: gene transcription,
secretion, activation upon proteolytic cleavage of their catalytic site-blocking amino-
terminal prodomain and inhibition by the specific tissue inhibitors of matrix
metalloproteinases (TIMPs) [11]. Among these four, a pivotal level of regulation consists
of gene transcription. Even though both human [12] and murine [13] MMP3 cDNAs have
been cloned and characterized, the regulation of MMP3 expression in lymphoma cells
remains largely unknown. Transcriptional regulation of MMP gene expression has been
shown to occur upon cell-to-cell contact, notably via integrin-mediated signal
transduction [14] or membrane-bound ligand-receptor activation [15]. In the case of
lymphoma, it was shown that contact between lymphoma cells and endothelial cells (EC)

generates a reciprocal induction of MMP9 in both cell types [16]. However, to our



knowledge, MMP3 transcriptional regulation upon cell-to-cell contact in lymphoma has

not yet been demonstrated.

In the present work, we report that MMP3 gene and protein expression is inducible in
lymphoma cells upon specific contact with endothelial cells. Furthermore, injection of
lymphoma cells overexpressing MMP3 into syngeneic mice accelerates the development
of thymic lymphoma when compared with the control transfectants. Moreover, MMP3
overexpression increased ability of lymphoma cells to degrade the extracellular matrix.
These results underline a tight control of local MMP3 expression upon lymphoma cell-
stromal cell interaction and highlight the functional importance of MMP3 in promoting

lymphoma growth.
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Materials and methods

Mice. Male and female C57BL/6 mice were bred in our animal facility and maintained
under specific pathogen-free conditions and in accordance with institutional guidelines.
Breeder pairs for C57BL/6 mouse colony were purchased from Jackson Laboratory (Bar
Harbor, ME, USA).

Cell lines and reagents. The origin of the 267 and 164T2 lymphoma cell lines has been
described [16]. As a model to study lymphoma-EC interaction, we used the endothelioma
cell line bEnd.3 (American Type Culture Collection, Manassas, VA). In addition to
expressing the von Willebrand factor, these cells express the same repertoire of cell
adhesion molecules than that found on normal EC, including ICAM-1, VCAM-1, E-and
P-selectins, CD31, and ICAM-2; they upregulate their expression after stimulation with
inflammatory cytokines such as IL-1 and TNFa, with kinetics similar to those reported
for primary ECs. Endothelioma cell lines have been extensively used by many
investigators as an in vitro model to study the ability of leukocytes to interact with
vascular endothelium [16-19]. The Hi-7 fibroblastic cells were kindly provided by Dr.
Claude Daniel (INRS-Institut Armand-Frappier). 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 pM B-
mercaptoethanol). All products were from GIBCO Life Technologies (Burlington, ON,
Canada). Polyclonal antibody directed against murine MMP3 (sc-6839) was obtained
from Santa Cruz Biotechnologies (Santa Cruz, CA). Horseradish peroxydase-conjugated

rabbit anti-goat IgG secondary antibody (67 411) was purchased from ICN (Irvine, CA).

T lymphoma-EC interactions. bEnd.3 or Hi-7 cells were seeded at a density of 0.8 x 10
and 10° cells per well (Corning 12-well plate) respectively and were incubated in 2 ml of
complete medium at 37°C in a 5 % CO, atmosphere until they reached approximately
80% confluence. Aliquots of 10° 164T2 or 267 cells resuspended in 2 ml of complete
RPMI medium were then added to the layer of bEnd.3 or Hi-7 cells, and the cocultures

incubated at the indicated time at 37°C. Lymphoma cells were separated from adherent
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cells using a warm solution of 0.004% trypsin-0.002% EDTA for 3 min. Adherent
bEnd.3 or Hi-7 cells were subsequently collected using a 0.05% trypsin-0.025% EDTA
solution. Cell suspension were immediately centrifuged and processed for RNA and

protein analyses.

RNA isolation and analysis. Total RNA was isolated using RNeasy kit (Qiagen,
Burlington, ON) according to the manufacturer’s instructions. First strand cDNA was
synthesized from 2-3 pg of total cellular RNA using the Superscript II (GIBCO Life
Technologies). For RNA analysis by polymerase chain reaction (PCR) amplification,
oligonucleotide primers were designed according to DNA sequences for mouse
stromelysin-1 (MMP3) and MT4-MMP (MMP17) obtained from Genbank (National
Center for Biotechnology Information, Bethesda, MD) and chosen to have approximately
a 50% GC content. Sense and antisense primers for mouse MMP3 were 5'-
ATTGCATGACAGTGCAAGGG-3° and 5-TGGAGGACTTGTAGACTGGG-3’,
respectively. The MT4-MMP-specific primers were 5’-
CTGTCCAAAGCGATTACTGC-3’ (sense) and 5’-AGTGCTAGACCGATTGTTGG-3’
(antisense). Amplification of B-actin cDNA was used as an RNA loading control. The B-
actin-specific primers were 5’-CATGGATGACGATATCGCTGCGC-3’ (sense) and 5°-
GCTGTCGCCACGCTCGGTCAGGATC-3* (anti-sense). Amplification of MMP3,
MT4-MMP, and B-actin was performed in a MJ Research Thermal cycler (model PTC-
100TM) using the following parameters: 1 min at 94°C, 1 min at 60°C and 1 min at 72°C
for 35 cycles, except for B-actin which required only 25 cycles. The amplification for
each gene was in the linear part of the curve. The reaction mixture was size-separated on
an agarose gel, and specifically amplified products were detected by ethidium bromide
staining and ultraviolet transillumination. Quantitative analysis was carried out using a
computerized densitometric imager (BioRad, model GS-670, Mississauga, ON). The

specificity of the PCR reactions was confirmed by DNA sequencing of the amplicons.

Western blot analysis. Cells were washed with PBS and homogenized over ice in lysis

56



buffer (10 mM Tris pH 7.5, 2.5% Triton X-100) supplemented with a cocktail of protease
inhibitors (Complete, Roche, Laval, QC). Equal amounts of cell lysates (as determined
by Bio-Rad protein assay) were separated onto a 7.3% SDS-PAGE gel and then
transferred onto nitrocellulose membranes (Bio-Rad Laboratories). The membranes were
blocked with 10% milk in PBS/0.05% Tween-20 overnight at 4°C and then probed for 2
hours at room temperature with primary antibody (Santa Cruz cat. number sc-6839), a
polyclonal goat anti-murine MMP3 diluted 1:100 in PBS/0.05% Tween-20/5% BSA.
After several washes in PBS/0.05% Tween-20, membranes were probed with secondary
antibody (ICN cat. number 67411), a horseradish peroxidase-coupled rabbit anti-goat IgG
diluted 1:10 000 in PBS/0.05% Tween-20/10% milk for 45 min at room temperature,
followed by several washes in PBS/0.05% Tween-20. Detection was performed using the

enhanced chemiluminescence method (Amersham Biosciences, Baie d’Urfé, QC).

Generation of stable transfectants expressing MMP3. The 1740 bp cDNA encoding the
proform of murine MMP3 protein was amplified from 267 lymphoma cells that were
previously induced to express MMP3 upon coculture with bEnd.3 endothelioma cells,
using the following primers: 5'-CCGGAATTCCGGATGAAAATGAAGGGTCTTCC-3’
(sense) and 5'-CGCGGATCCGCGTTAACAATTAAACCAGCT-3’ (antisense). These
primers were designed to create EcoRI and BamH1 sites at 5' and 3' ends of the cDNA,
respectively. MMP3 ¢cDNA was then inserted into the Sra eukaryotic expression vector
containing the puromycin selection marker (kindly provided by Dr. Frangois Denis,
INRS-Institut Armand-Frappier), at the EcoRI-BamHI cloning site. Selected colonies
were digested with EcoRI-BamHI to sequence and verify the construct. To generate
stable transfectants of lymphoma cells expressing MMP3 constitutively, 267 T lymphoma
cells were transfected by electroporation (Gene Pulser, Bio-Rad Laboratories,
Mississauga, ON) using the following parameters: 40 pg of DNA per 1x107 cells in PBS
on ice; 960 puF; 250 mV. Control cells consisted in 267 lymphoma cells transfected with
SRa empty vector alone. After 24 hours of culture in complete medium, transfected cells
were allowed to grow in complete medium containing 5 pg/ml of puromycin (Sigma)

before individual colonies were selected and expanded. MMP3 expression was assessed
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by RT-PCR and Western blot analyses. RT-PCR analysis also revealed that transfection
of 267 lymphoma cells with MMP3 did not alter other MMPs expression by these cells.

Gelatin zymography.  Aliquots of 200 ul of conditioned serum-free media from
cocultured cells (bEnd.3 + 164T2) or monocultures (bEnd.3 or 164T2 alone) grown for
24 hr were collected and assessed by zymography for the presence of extracellular MMP9
enzymes. Samples were applied without heating or reduction to 7.5% polyacrylamide gel
containing 1 mg/ml gelatin (Sigma). After electrophoresis, the gels were washed twice for
60 min with 2.5% Triton X-100 and incubated for 16 hr in 50 mM Tris-HC] (pH 7.5)
containing 5 mM CaCl,, 1% Triton X-100 and 0.02% NaNj at 37°C. After incubation, the
gel was stained with 0.25% Coomassie Blue R-250 and destained with 10% methanol and

10% acetic acid. Proteolytic bands appeared clear on blue-stained background.

Casein zymography.  Aliquots of 200 ul of conditioned serum-free media from
subconfluent transfectants grown for 24 hr were collected and assessed by zymography
for the presence of extracellular MMP3 enzymes. Samples were applied without heating
or reduction to 7.5% polyacrylamide gel containing 1 mg/ml B-casein (Sigma). After
electrophoresis, the gels were washed twice for 60 min with 2.5% Triton X-100, then
with brief water washes, and incubated for 40 hr in 50 mM Tris-HCI (pH 7.5) containing
5 mM CaCly, 1 pM ZnCl, and 0.02% NaNj at 37°C. After incubation, the gel was stained
with 0.25% Coomassie Blue R-250 and destained with 10% methanol and 10% acetic

acid. Proteolytic bands appeared clear on blue-stained background.

Induction of primary thymic lymphoma. Five to six-week-old C57BL/6 mice (5-10 mice
per group) were injected intrathymically (i.t.) in each lobe with 5 X 10° MMP3-
expressing or control 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. At this stage, tumors

derived from varying clones and control lymphoma cells showed similar size and weight.
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All the animal research was reviewed and approved by the Institutional Animal Care and
Use Committee at the INRS-Institut Armand-Frappier in accordance with institutional

and Canadian guidelines for animal experiments.

Invasion assay. The invasive properties of MMP3-expressing lymphoma cell clones
were measured by the invasion of cells through Matrigel-coated Transwell inserts
(Costar, Corning, Cambridge, MA). Briefly, Transwell inserts with an 8-pum pore-size
were coated with a 2 mg/ml Matrigel and lymphoma cells (2 x 10 cells) added to the
upper chamber inserts in chamber plates filled with prewarmed complete medium
containing supernatant (1:1) from mitogenic-activated (Con A) T cell cultures as a source
of T cell chemoattractants (29). Plates were incubated for 24 hours in a CO, incubator.
Percentage of cell invasion was calculated from the ratio of cells recovered from the
lower compartment to the total number of cells_loaded in the upper compartment. In some
experiments, lymphoma cells were resuspended in RPMI containing 5 mM 1,10-
phenanthroline (PHEN) and incubated at 37°C for 30 min before their addition to the
Transwell plates. At least two independent experiments were performed in duplicates

for each lymphoma cell clone.

Statistical analysis. Statistical significance was measured using a log rank test and the

level of significance was established at p < 0.05.
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Results

MMP3 is induced in lymphoma cells upon contact with endothelial cells

To study MMP3 gene expression in lymphoma cells upon contact with EC, we performed
in vitro adhesion assays of lymphoma cell lines (267 and 164T2) to an endothelioma cell
line (bEnd.3) and examined by RT-PCR the levels of MMP3 transcripts. Lymphoma
cells, which firmly adhered to bEnd.3, were detached at the indicated time after initiation
of the culture using a low concentration of trypsin-EDTA, as previously described [16].
This procedure allowed removal of more than 95% of lymphoma cells while less than 1%
of bEnd.3 were detached by this procedure, leaving intact the bEnd.3 monolayer, as
assessed by flow cytometric analysis (data not shown)(Annexe 1). Our results showed
that contact with bEnd.3 induced time-dependent de novo expression of MMP3 mRNA in
both 267 and 164T2 lymphoma cells (Fig. 1). The induction was transient, as it reached a
maximum of expression at 12 h post-contact, and then decreased but remained detectable
24h after contact. MMP3 induction required direct contact between lymphoma and
bEnd.3 cells, since coculture in transwells, where the two cell types are separated by a
porous filter that only allows exchange of small soluble molecules, did not result in the
induction of MMP3 in lymphoma cells (data not shown)(Annexe 2). In contrast to
MMP3, the expression of MT4-MMP was not modulated upon interaction of lymphoma
cells with bEnd.3 (Fig. 1). Western blot analysis was performed to confirm the induction
of MMP3 protein in lymphoma cells upon contact with bEnd.3. Cell lysates from isolated
lymphoma cells that had been cocultivated with endothelial cells for 12h were indeed
shown to contain MMP3 protein (Fig. 1C). It is important to note that since MMP3 is
expressed by bEnd.3, lysates were collected from lymphoma cells after they had first
been in contact with bEnd.3, then purified and subsequently cultured for 12 h before
analysis. This procedure ruled out the possibility that the MMP3 protein detected by
Western blot could originate from endothelial cells. Moreover, the levels of MMP3
detected in post-coculture lymphoma cells is higher than that of bEnd.3, further
establishing that there is an induction of MMP3 protein in lymphoma cells after contact

with endothelial cells.
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MMP3 is not induced in lymphoma cells upon contact with fibroblastic cells

In local tumoral microenvironment, lymphoma cells are susceptible to interact not only
with endothelial cells, but also with other types of stromal cells such as fibroblasts. We
thus determined whether fibroblastic cells could induce MMP3 gene expression in
lymphoma cells upon coculture. We found that, similar to bEnd.3 endothelial cells,
fibroblasts themselves express MMP3 transcripts constitutively, even though to a low
level, as was previously reported by others [20,21]; however, unlike endothelial cells,

they are unable to induce MMP3 gene expression by lymphoma cells (Fig. 2).

MMP3 is not modulated in stromal cells upon contact with lymphoma cells

It has been shown using a similar model of lymphoma-endothelium interaction that
regulation upon cell-to-cell contact of an MMP-encoding gene, namely MMP9, can be bi-
directional, resulting in MMP9 induction in both cell types [16]. Similarly, others had
shown that levels of MMP3 are upregulated in fibroblasts after coculture with human
breast adenocarcinoma MCF-7 cells [22], indicating that tumor cells can induce
fibroblastic cells to express MMPs. We thus examined if contact between lymphoma cells
and stromal cells resulted in an upregulation of MMP3 in stromal cells as well. We found
that the constitutive levels of MMP3 mRNA in bEnd.3 endothelial cells and Hi-7
fibroblastic cells were left unchanged after increasing periods of contact with 267
lymphoma cells (Fig. 3a and b) or with 164T2 lymphoma cells (data not shown)(Annexe
3). The fact that MMP9 was induced in bEnd.3 upon adhesion with 164T2 proved that
the absence of modulation of MMP3 gene expression in stromal cells was not due to the
inability of lymphoma cells to deliver functional signals upon intercellular contact (Fig.
3¢) [16].

MMP3 accelerates lymphoma growth in vivo

To study the effect of MMP3 expression on tumor development, 267 lymphoma cells
were transfected with the pSRa expression vector encoding the murine MMP3 cDNA,
and puromycin-selected cell clones were isolated. These clones were characterized for
MMP3 expression at the mRNA and protein levels by RT-PCR and zymograpgy
respectively (Fig. 4a and 4b). MMP3 mRNA and enzymatic activity was only detected
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in lymphoma cells transfected with the MMP3 ¢cDNA (clones B2 and B9) but not in cells
transfected with the control vectors (empty vector; clones 6D and 24). The levels of
MMP3 secreted by stable transfectants (clones B2 and B9) were similar to those secreted
by lymphoma cells after contact with endothelial cells (Fig. 4¢). To test the effect of
MMP3 overexpression in thymic lymphoma, we compared the capacity of control 267
cells (Sra clones) and of 267 cells transfected with the MMP3 ¢cDNA-encoding vector to
modulate tumor growth in vivo following intrathymic injection in young C57BL/6
syngeneic mice. As thymic tumors cannot be measured externally, effects of MMP3
overexpression by injected lymphoma cell clones on tumor growth could be assessed
upon sacrifice of moribund mice: different tumor growth rates are associated with
different survival times. Mean survival time (MST) was thus determined for two clones of
each group. Our results showed that expression of MMP3 significantly (p = 0.0058)
accelerated the development of thymic lymphoma in vivo as MST values were
significantly reduced when MMP3-expressing cells were injected as compared to control

cells (23 + 3 days vs 41 + 4 days, respectively) (Fig. 5).

MMP3 confers invasive behavior to lymphoma cells

Owing to their catalytic activity over matrix proteins, MMPs have been associated with
increased invasive behavior of tumor cells. Thus, we next investigated the influence of
MMP3 expression on the invasive ability of lymphoma cells by an in vitro invasion_assay
using a filter coated with Matrigel as a model of the basement membrane. Cells that
invaded the lower compartment of chamber through the filter were counted after a 24-h
incubation. We found that the number of invasive cells expressing MMP3 was
significantly higher than that in cells without MMP3 (Fig. 6). Moreover, the ability of
PHEN to inhibit this effect confirmed that this behavior was MMP-dependent.
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Discussion

Most of our knowledge on the role of MMP3 in tumor development comes from studies
during mammary gland development. Sternlicht and collaborators [23] have shown, for
instance, that MMP3 is expressed in stromal cells throughout mammary development and
promotes spontaneous premalignant changes and malignant conversion in mammary
glands of transgenic mice. After malignant conversion is completed however, there is
accumulating evidence that transcriptional regulation of MMP gene expression occurs
upon interaction between malignant cells and peritumoral cells. The recent demonstration
that MMP?9 is transcriptionally regulated upon lymphoma/endothelial cells contact in both
cell types supports this hypothesis [16]. In the present work, we have shown that
interaction between T lymphoma cells and stromal cells results in a precise pattern of
MMP3 expression. Indeed, MMP3 expression is transiently induced in T lymphoma cells
that have been directly in contact with bEnd.3 endothelioma cell line, whereas no such
induction occurs when lymphoma cells interact with Hi-7 fibroblastic cells. Moreover,
constitutive levels of MMP3 in bEnd.3 endothelioma cell line and in Hi-7 fibroblastic
cells were not modulated upon interaction with lymphoma cells, although_induction of the
MMP9 pro-form in bEnd.3 endothelioma cell line after coculture with lymphoma cells
was observed. This indicates that the absence of modulation of MMP3 gene expression
in stromal cells was not due to the inability of lymphoma cells to deliver functional
signals upon intercellular contact. This observation highlights the tightly regulated control
of expression of MMP3 upon lymphoma cells/stromal cells interaction. It is noteowrthy
that although our co-culture experiment was performed over a 24-hour period, we did not
detect by gelatin zymography the active form of MMP9 in EC supernatant, suggesting
that either MMP9-activating proteases were not secreted in sufficient quantity, or

converted into their catalytically active form.

Even though we could observe induction of MMP3 expression in lymphoma upon
coculture with endothelial cells, we could not detect such an induction in coculture
systems using transwells, where lymphoma cells were physically separated from EC by a
porous filter that only allowed selective exchange of small molecules, indicating that cell-

cell contact was necessary (data not shown)(Annexe 2). Since MMP9, in similar
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experimental conditions, is induced in lymphoma cells upon direct contact with
endothelial via LFA-1/ICAM-1 signalling [16], we have tested whether MMP3 was also
regulated by ICAM-1-mediated signalling. We found that blocking antibodies to
lymphocyte function-associated LFA-1 or to ICAM-1 failed to inhibit induction of
MMP3 in lymphoma cell lines after contact with EC (data not shown)(Annexe 4).
Although membrane-bound chemokines/growth factors are prime candidates as signals
that can be involved in the induction of MMP3 in lymphoma cells, further studies using
gene profiling experiments on EC and blocking antibodies will help to determine the

repertoire of factors expressed by these cells and the signal(s) involved.

We also showed that MMP3 accelerates lymphoma growth rate in vivo. The mechanisms
by which MMP3 accelerates lymphoma growth in our model remain unknown and we are
currently investigating several hypotheses. The more plausible hypothesis is that MMP3
would contribute to tumor angiogenesis. Indeed, considering the capacity of MMP3 to
activate the zymogen forms of MMP1 and of MMP9 [24-28] as well as the role of these
MMPs in angiogenesis [3, 29-30], it is possible that MMP3 participates, at least
indirectly, to lymphoma angiogenesis. Indeed, the results presented here and those of
Aoudjit and collaborators [16] show that both AMP3 and MMP9 gene expression are
induced upon contact with EC. Consequently, MMP3, upon activation of pro-MMP9,
could enhance MMP9 participation to angiogenesis within the lymphoid tumor. The
availability of MMP9-deficient mouse models should help to clarify the functional
relationship between MMP9 and MMP3 in the development of lymphoid tumors.

Our results showing that MMP3 is constitutively expressed in the murine bEnd.3
endothelioma cell lines is consistent with those previously reported by Mach and
collaborators [15] using human vascular endothelial cells. They reported that in vitro
capillary-like tube formation following T cell-endothelial interaction were strongly
dependent on MMP3 and MMP9, and could thus play a significant role in tumor growth.
The results presented here provide strong support for this hypothesis. The hypothesis of a
role for MMP3 in angiogenesis is also attractive considering the facts that 1) MMP3 is

induced only in lymphoma cells interacting with endothelial cells and not with
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fibroblasts, suggesting a targeting of its proteolytic activity towards the surrounding
endothelium, and 2) MMP3 has been shown by others to proteolytically release ECM-
bound pro-angiogenic factor bFGF [31]. However, it has also been demonstrated that
MMP3 can generate angiostatin, an inhibitor of angiogenesis, from plasminogen [32,33].
Immunohistochemical staining of lymphoid tumors for vascularization should help clarify

the outcome in the present context of lymphoma.

Another plausible mechanism accounting for the role of MMP3 in lymphoma growth is
that MMP3 could enhance tumor cell proliferation, via its catalytic activity over ECM
components of the thymic microenvironment, leading to the release of growth factor and
cytokines, and/or directly regulating the bioactivity of soluble mediators. In this regard,
MMP3 proteolytically releases membrane-anchored HB-EGF [34], which is a potent
mitogenic factor for tumor cells [35]; there are increased MMP3 levels in the proliferating
epidermis of wounds [21]; MMP3 degrades IGFBP component of IGF/IGFBP-3 complex,

which augments bioavailability of intact IGF and increases cellular proliferation [36].

MMP3 has been shown to increase or at least correlate with invasiveness of several tumor
cell types [37-39]. Our results thus confirm that MMP3 can confer tumor cells, in this
case here, transformed T lymphocytes, with the capacity to degrade components of the
extracellular matrix. It is also possible, however, that the ability of MMP3 to_increase
tumorigenicity is directed towards non-matrix proteins that found in the peritumoral
environement or that are trapped within the pericellular matrix. Identification of MMP3
substrates in the context of thymic lymphoma is crucial in order to unravel the role of this
stromelysin in promoting lymphoma growth. To this aim, our murine lymphoma model
will be particularly useful. Moreover, it will allow us to assess the effects of specific

inhibitors of lymphoma growth.
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Figure 3
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Figure legends

Figure 1. MMP3 gene expression is induced in lymphoma cells upon contact with
endothelial cells. Levels of MMP3 transcripts in (A) 267 and (B) 164T2 lymphoma cells
after 0, 6, 12 and 24h contact with bEnd.3 endothelioma cells were determined by RT-
PCR analysis. M, m.w. standards (100-bp DNA ladder). The lower thick band represents
the 600-bp marker. Levels of MT4-MMP transcripts are shown as a control of specificity.
(C) Levels of MMP3 protein in 267 lymphoma cells after contact with bEnd.3
endothelioma cells. Lymphoma cells were co-cultured for 12 h with bEnd.3 cells,
harvested by mild trypsin treatment, and proteins (100 pg) from cell lysates were
immunodetected with MMP3-specific antibody as described. Results are representative

of at least two independent experiments.

Figure 2. MMP3 gene expression is specifically induced in lymphoma cells upon
contact with endothelial cells. Levels of MMP3 expression in 267 lymphoma cells
following 12h contact with bEnd.3 endothelioma cells or Hi-7 fibroblasts were analyzed
by RT-PCR followed by (A) gel electrophoresis and (B) densitometry and compared to
those of untreated 267, bEnd.3 and Hi-7 cell lines. M, m.w. standards (100-bp DNA
ladder). The lower thick band represents the 600-bp marker. Results are representative of

three independent experiments.

Figure 3. MMP3 gene expression is not modulated in stromal cells after contact
with lymphoma cells. Levels of MMP3 transcripts in A) bEnd.3 endothelioma cells or
B) Hi-7 fibroblastic cells following 0, 6, 12 and 24h contact with 267 lymphoma cells
were analyzed by RT-PCR. M, m.w. standards (100-bp DNA ladder). The lower thick
band represents the 600-bp marker. C) Gelatin zymography of serum-free conditioned
media from bEnd.3 endothelioma cells after 24h contact with 164T?2 lymphoma cells or
from monocultures of bEnd.3 or 164T2 cells alone. Results are representative of at least

two independent experiments.
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Figure 4. Constitutive expression of MMP3 in lymphoma cells upon transfection of
¢DNAs. (A) RT-PCR analysis and (B) casein zymography of serum-free conditioned
media from 267 lymphoma cells transfected with the empty vector (SRa), or with the
same vector containing the murine MMP3 ¢DNA. Stable transfectants were selected
using puromycin-containing medium. All SRa. clones and MMP3 transfectants shown
were used for independent in vivo studies. M, m.w. standards (100-bp DNA ladder). (C)
Simultaneous casein zymography of serum-free conditionned media from 267 lynphoma
cells stably transfected with MMP3 c¢DNA or after 12h contact with bEnd.3 endothelioma

cells. Results are representative of at least two independent experiments.

Figure 5. MMP3 expression by lymphoma cells accelerates tumor growth.
Lymphoma cells (5 x 10°) were injected in each lobe in young C56BL/6 syngeneic mice.
Animals were monitored 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. The results are representative of two independent experiments

with two different clones expressing MMP3. *: p value < 0.05.

Figure 6. Effect of MMP3 on the invasive behavior of lymphoma cells. The effect of
MMP3 on the invasive behavior of lymphoma cells overexpressing MMP3 was
determined using Matrigel-coated Transwell inserts. Assays were conducted for 24h and
36h in serum-free media alone or in presence of 5 mM 1,10-phenanthroline (PHEN).
Results are means +/- SE for two independent experiments, each performed in duplicates.

*: p value < 0.05.
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Contribution des auteurs

J'ai réalisé toutes les expériences décrites dans cet article, de méme que celles ajoutées en
annexe. I'ai également rédigé le manuscrit dans son entier, avant de le soumettre au Dr
Edouard F. Potworowski (co-directeur de thése) ainsi qu'au Dr Yves St-Pierre, qui ont lu
et corrigé le manuscrit. Ce dernier a finalement été Iu et approuvé par les co-auteurs

Tommy Alain et Stefan Urbanski, avant soumission au journal.

Le groupe de Tommy Alain, Anna E. Kossakowska et Stefan Urbanski (des
collaborateurs du Dr St-Pierre & I'Université de Calgary) a effectué la collecte des
échantillons de tumeurs de patients présentant des lymphomes non-Hodgkiniens variés,
puis ont préparé des ADNc 4 partir de ces tumeurs et nous les ont fait parvenir. J'ai utilisé
ces ADNc pour préparer une figure pour ce manuscrit qui, aprés révision par le journal, a
plut6t été placée en annexe (Annexe 10). Ces collaborateurs nous ont également fourni les
lignées de LNH OCY avec lesquelles j’ai pu étudier la régulation de MMP10 et dont les

résultats sont illustrés a la Figure 3.
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Résumé

MMPI10 (stromélysine-2) peut cliver diverses composantes de la matrice extracellulaire
ainsi que d’autres biomolécules non-matricielles. Bien que des indications expérimentales
indirectes d’un réle pro-tumoral de MMP10 aient déja été rapportées, et malgré le fait que
MMP3 (stromélysine-1), qui présente une redondance fonctionnelle avec MMP10, joue
un réle notoire dans la progression de certains cancers, le patron d’expression de MMP10
au sein des différentes tumeurs de méme que son rdle dans la progression des cancers
n’ont pas été caractérisés en détails a ce jour. C’est notamment le cas des lymphomes
non-Hodgkiniens, ol les signaux qui régulent I’expression de MMP10 au sein des
tumeurs, de méme que son rdle dans la progression tumorale, demeurent inconnus. Dans
le présent article, nous démontrons que bien que certaines cellules stromales produisent
MMP10, les cellules lymphomateuses elles-mémes peuvent aussi I’exprimer dans des
conditions précises, notamment aprés contact direct et spécifique avec des cellules
endothéliales. Dans ces conditions, nous avons pu identifier les molécules d’adhésion
LFA-1 et ICAM-1 comme étant partiellement responsables des signaux conduisant a
Pinduction de I’expression de MMPI10 dans les cellules lymphomateuses. De plus,
I'expression de MMP10 dans les cellules lymphomateuses peut étre induite par
Pexposition & certaines cytokines telles que les interleukines-4, -6 et -13 et ce,
contrairement a I’expression de MMP3 (stromélysine-1). Enfin, 4 ’aide de notre modéle
murin de lymphome thymique, nous avons pu observer que I’expression de MMP10 par
des transfectants stables de cellules lymphomateuses permettait d’accélérer la croissance
du lymphome dans le thymus. Nos résultats fournissent ainsi les premieéres indications in
vivo que MMP10 puisse favoriser la progression tumorale et indiquent que I’induction de
MMP10 est I’aboutissement d’une importante voie de signalisation intracellulaire dans les
cellules lymphomateuses, qui est activée non seulement par le contact intercellulaire
médié par LFA-1/ICAM-1, mais également par des médiateurs solubles de

I’inflammation.
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Introduction

Non-Hodgkin’s lymphomas, and several other cancers, are associated with severe
metastatic disease that results in high mortality rates. The metastatic properties of tumor
cells are acquired through the regulation of the expression of various molecules,
including some involved in angiogenesis as well as in cellular migration, cell growth,
apoptosis, differentiation, and invasion. Matrix metalloproteinases (MMPs)T play a
central role in all these events (1-4). In this regard, a direct link between the level of
MMP9 (Gelatinase B) produced by lymphoma cells and their metastatic potential has
been established (5-7). MMPs constitute a family of enzymes that exhibit a high affinity
and lytic activity for a variety of ECM components, including collagens, proteoglycans,
elastin, laminin, and fibronectin (8). Recent evidence has also established that MMPs
have an important role in processing enzymes that regulate cellular behavior and function
by selective proteolysis of cell surface receptors and adhesion molecules, cytokines and

growth factors (9, 10).

Stromelysins are recognized as collagenase-related connective-tissue-degrading
metalloproteinases capable of degrading multiple components of the extracellular matrix,
or «stromay» (8). Stromelysin-1 (MMP3) and stromelysin-2 (MMP10) isoforms are
similar in their amino acid sequence and substrate specificity. The most significant
differences between MMP3 and MMP10 reside in their differential patterns of expression
on normal and transformed cells (11-14). In both cases, however, their expression has
been associated mostly with parenchymal cells found in various tissues, and with
increased metastatic behavior, most notably in the case of embryonic fibroblasts and
other stromal cells (15-18).

We previously showed that MMP9 expression is regulated by bi-directional signaling
during contact between T lymphoma cells and endothelial cells (19). Since MMP10
expression in normal human tissues has been reported in T cells (20), we investigated
here its expression and its role in lymphomagenesis. We found that MMP10 gene
expression is inducible in T lymphoma cells upon specific contact with endothelial cells,

an effect that is partially mediated by ICAM-1 and LFA-1 adhesion molecules.
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Expression of MMP10, but not that of MMP3, was also induced in human B cell
lymphoma upon exposure to IL-4, IL-6 and IL-13, but not to IL-1. Finally, using an in
vivo experimental model, we found that over-expression of MMP10 by lymphoma cells
accelerated the growth of thymic lymphoma. Our results indicate that both intercellular
contact and cytokine secretion control the expression of MMP10 in lymphoma cells,

which, in turn, plays an important role in the growth of thymic lymphoma.
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Materials and methods

Mice. Male and female C57BL/6 mice were bred in our animal facility and maintained
under specific pathogen-free conditions and in accordance with institutional guidelines.
Breeder pairs for the C57BL/6 mouse colony were purchased from Jackson Laboratory
(Bar Harbor, ME, USA).

Cell lines and reagents. The origin of the 267 and 164T2 T lymphoma cell lines have
been described (21). As a model to study lymphoma-EC interaction, we used the
endothelioma cell line bEnd.3. In addition to expressing the von Willebrand factor, these
cells express the same repertoire of cell adhesion molecules than that found on normal
EC, including ICAM-1, VCAM-1, E-and P-selectins, CD31, and ICAM-2. The bEnd.3
cells upregulate the expression of cell adhesion molecules after stimulation with
inflammatory cytokines such as IL-1 and TNFa, with kinetics similar to those reported
for primary ECs. Endothelioma cell lines have been used by many investigators as an in
vitro model to study the ability of leukocytes to interact with vascular endothelium (19,
22-26). The Hi-7 fibroblastic cells were kindly provided by Dr. Claude Daniel (INRS-
Institut Armand-Frappier) (27). The human Burkitt lymphoma Raji cell line was
obtained from the American Type Culture Collection (Manassas, VA). The diffuse large
B-cell lymphomas (OCY lines) have been described previously (28). HUVEC cell lines
were obtained from GlycoTech Corporation (Rockville, MD) and were maintained in EC
complete medium containing EBM (endothelial cell basal medium) supplemented with
2% fetal bovine serum, 0.01 pg/ml hEGF, 0.001 mg/ml hydrocortisone, 0.012 mg/ml
bovine brain extract, 2 mM L-glutamine, 10 mM HEPES buffer and 0,001%
gentamycin/amphotericin (Cambrex, Walkersville, MD). Except for the human B
lymphoma cell lines, which were maintained in B-cell medium (RPMI-1640
supplemented with 10 % (v/v) serum, 2 mM L-glutamine, 10 mM HEPES buffer, 0.1
unit/ml penicillin, 50 pg/ml streptomycin, 1 mM sodium pyruvate and 0,075 % (w/v)
sodium bicarbonate), all other cell lines 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 pM B-mercaptoethanol. The
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hybridomas R1/2 (anti-VLA-4 used as an isotype-matched control) and 127.7/7 (anti-
LFA-1) were purchased from the American Type Culture Collection (Rockville, MD).
The anti-VCAM-1 (429 antibody) has been described (25). These antibodies were
purified using the standard protein G affinity chromatography. The 3E2 mAb (anti-
ICAM-1) was purchased from PharMingen (San Diego, CA). The polyclonal antibody
directed against murine MMP10 was obtained from Santa Cruz Biotechnologies (Santa
Cruz, CA). Horseradish peroxydase-conjugated rabbit anti-goat IgG secondary antibody
was purchased from ICN (Irvine, CA). Recombinant human cytokines (IL-4, IL-6, IL-13
and IL-1) were purchased from R&D Systems, MN, USA.

In vitro lymphoma-EC interactions. Endothelial cell lines (HUVECS or bEnd.3) were
seeded at the indicated density in 6- or 12-well plates (Coming) and incubated overnight
at 37°C in a 5 % CO, atmosphere until they reached approximately 80% confluence.
Aliquots of 10° lymphoma cells re-suspended in complete RPMI medium were then
added to the layer of endothelial cells (or control fibroblastic Hi-7 cells), and the co-
cultures incubated for the indicated time at 37°C. In some cases, lymphoma or adherent
cells were pre-incubated with blocking mAb (or isotypic controls) for 30 min at 37°C and
then washed to remove excess mAb before they were used in co-cultures. Lymphoma
cells were separated from adherent cells using a warm solution of 0.004% trypsin-0.002%
EDTA for 3 min. Resulting cell suspensions were immediately centrifuged and
processed for RNA analysis or, in the case of protein analysis, were grown for 3h in

complete medium before centrifugation.

RNA isolation and analysis. Total RNA was isolated using RNeasy kit (Qiagen,
Burlington, ON) according to the manufacturer’s instructions. First strand cDNA was
synthesized from 2-3 pg of total cellular RNA using the Superscript II (GIBCO Life
Technologies). For RNA analysis by polymerase chain reaction (PCR) amplification,
oligonucleotide primers were designed according to DNA sequences for mouse
stromelysin-2 (MMP10) and MT4-MMP (MMP17) obtained from Genbank (National

Center for Biotechnology Information, Bethesda, MD) and chosen to have approximately
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a 50% GC content. In the case of mouse MMP10, the sense (5’AGG GAC CAA CTT
ATT CCT GG 3°) and anti-sense (5’ CAG TAT GTG TGT CAC CGT CC 3’) primers
were located in exons V and X respectively. The murine MT4-MMP-specific primers
were 5° CTG TCC AAA GCG ATT ACT GC 3° (sense) and 5° AGT GCT AGA CCG
ATT GTT GG 3’ (antisense) and the murine E-selectin-specific primers were 5> GGA
CTG TGT AGA GAT TTA CAT CC 3’ (sense) and 5° GCA GGT GTA ACT ATT GAT
GGT (antisense). Primers for human MMP10 were 5' GTC ACT TCA GCT CCT TTC
CT 3' (sense) and 5' ATC TTG CGA AAG GCG GAA CT 3' (antisense); primers for
human MMP3 were 5' AGA GGT GAC TCC ACT CAC AT 3' (sense) and 5' GGT CTG
TGA GTG AGT GAT AG 3' (antisense); primers for human TIMP-1 were 5' AGC GCC
CAG AGA GAC ACC 3' (sense) and 5' CCA CTC CGG GCA GGA TT 3' (antisense),
respectively. Primers for GAPDH were 5' CGG AGT CAA CGG ATT TGG TCG TAT
3' (sense) and 5' AGC CTT CTC CAT GGT GGT GAA GAC 3' (antisense), while the B-
actin-specific primers were 5° CAT GGA TGA CGA TAT CGC TGC GC 3° (sense) and
5" GCT GTC GCC ACG CTC GGT CAG GAT C-3° (anti-sense). Amplification of
GAPDH or B-actin cDNA was used as RNA loading controls. Amplification of specific
genes was performed in a MJ Research Thermal cycler (model PTC-100TM) using the
following parameters: 1 min at 94°C, 1 min at 60°C and 1 min at 72°C for 35 cycles,
except for B-actin, GAPDH and E-selectin which only required 25 cycles. The
amplification for each gene was in the linear part of the curve. The reaction mixture was
size-separated on an agarose gel, and specifically amplified products were detected by
ethidium bromide staining and ultraviolet transillumination. Quantitative analysis was
carried out using a computerized densitometric imager (BioRad, model GS-670,
Mississauga, ON). DNA sequencing of the amplicons confirmed the specificity of the
PCR reactions.

Western blot analysis. Cells were washed with PBS and homogenized over ice in lysis
buffer (10 mM Tris pH 7.5, 2.5% Triton X-100) supplemented with a cocktail of protease
inhibitors (Complete, Roche, Laval, QC). Equal amounts of cell lysates (as determined
by Bio-Rad protein assay) were separated onto a 7.5% SDS-PAGE gel and then

transferred onto nitrocellulose membranes (Bio-Rad Laboratories). The membranes were
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blocked with 10% milk in PBS/0.05% Tween-20 overnight at 4°C and then probed for 2
hours at room temperature with primary antibody (polyclonal goat anti-murine MMP10
diluted 1:100 in PBS/0.05% Tween-20/5% BSA). After several washes in PBS/0.05%
Tween-20, membranes were probed with secondary antibody (horseradish peroxidase-
coupled rabbit anti-goat IgG diluted 1:10 000 in PBS/0.05% Tween-20/10% milk) for 45
min at room temperature, followed by several washes in PBS/0.05% Tween-20.
Detection was performed using the enhanced chemiluminescence method (Amersham

Biosciences, Baie d’Urf¢, QC).

Stimulation of lymphoma cells with cytokines. Human B lymphoma cells (10%) were
cultured in one ml of fresh B-cell medium for 14 hours in the presence or absence of
recombinant human IL-4 (1 U/ml), IL-6 (1.5 ng/ml), IL-13 (6 ng/ml) or IL-1 (100 ng/ml).
Cells were then centrifuged, RNA extracted, and processed for analysis of gene
expression by RT-PCR.

Generation of stable transfectants expressing MMP10. The 1744 bp cDNA encoding
the murine MMP10 gene (kindly provided by Drs M. Madlener and S. Wemer, Max-
Planck-Institut fiir Biochemie, Martinsried, Germany) was inserted into the Sro
eukaryotic expression vector containing the puromycin selection marker (kindly provided
by Dr. Frangois Denis, INRS-Institut Armand-Frappier). To generate stable transfectants
of lymphoma cells expressing MMP10 constitutively, 267 T lymphoma cells were
transfected by electroporation (Gene Pulser, Bio-Rad Laboratories, Mississauga, ON)
using the following parameters: 40 ug of DNA per 107 cells in PBS on ice; 960 uF; 250
mV. Control cells consisted in 267 lymphoma cells transfected with SRo. empty vector
alone. After 24 hours of culture in complete medium, transfected cells were allowed to
grow in complete medium containing 5 pg/ml of puromycin (Sigma) before individual
colonies were selected and expanded. MMP10 expression was assessed by RT-PCR and

Western blot analyses.
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Invasion assay. The invasive properties of MMP10-expressing lymphoma cell clones
were measured by the invasion of cells through Matrigel-coated Transwell inserts
(Costar, Corning, Cambridge, MA). Briefly, Transwell inserts with an 8-um pore-size
were coated with a 2 mg/ml Matrigel and lymphoma cells (2 x 10° cells) added to the
upper chamber inserts in Transwell chamber plates filled with pre-warmed complete
medium containing supernatant (1:1) from mitogen-activated (Con A) T cell cultures as a
source of T cell chemoattractant (29). Plates were incubated for 24 or 36 hours in a CO,
incubator. Percentage of cell invasion was calculated from the ratio of cells recovered
from the lower compartment to the total number of cells loaded in the upper
compartment. In some experiments, lymphoma cells were re-suspended in RPMI
containing 5 mM 1,10-phenanthroline and incubated at 37°C for 30 min before their
addition to Transwell chamber plates. At least two independent experiments were

performed for each lymphoma cell clone, where each clone was analyzed in duplicate.

Induction of primary thymic lymphoma. Five to six-week-old C57BL/6 mice (5-10
mice per group) were injected intra-thymically (i.t.) in each of the two thymic lobes with
5 X 10° MMP10-expressing or control lymphoma cells. Mice were then regularly
observed for clinical signs of thymic lymphoma (runting, swelling of the thorax, and
dyspnea), which only appear at the end-stage of the disease and reveal imminent death
owing to pulmonary compression by oversized thymic tumor. In this thymic lymphoma
growth model, injected lymphoma cells generate tumors that grow with various speeds,
depending notably on the phenotype of the injected lymphoma cells (in this case, over-
expression or not of MMP10). Thus, survival of the animals depends on the growth rate
of their thymic lymphoma, which dictates at what moment the animals will display
dyspnea and will have to be sacrificed. The presence of thymic tumors is then confirmed
at necropsy. All the animal research was reviewed and approved by the Institutional
Animal Care and Use Committee at the INRS-Institut Armand-Frappier in accordance

with institutional and Canadian guidelines for animal experiments.

Statistical analysis. Statistical significance was measured using a log rank test and the

level of significance was established at p < 0.05.
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Results

Basal MMP10 gene expression in lymphoma and endothelioma cells. We began our
investigation on the role of MMP10 in lymphoma by measuring constitutive levels of its
expression in our lymphoma and endothelial cell lines. We found that, in contrast to the
endothelioma cells, murine T lymphoma cell lines did not express MMP10 constitutively
(Fig. 1A). Both cell types expressed, however, MMP17 (MT4-MMP), a GPI-anchored
protease which has the capacity to degrade gelatin and activate proMMP2 (30).

To study MMP10 gene expression in lymphoma cells upon contact with EC, we co-
cultured lymphoma cells with bEnd.3 and examined the levels of MMP10 transcripts in
lymphoma cells after contact. Lymphoma cells, which firmly adhered to bEnd.3, were
detached at the indicated time after initiation of the culture using a low concentration of
trypsin-EDTA, as previously described (19). This procedure allowed removal of more
than 95% of lymphoma cells while less than 1% of bEnd.3 were detached by this
procedure, leaving intact the bEnd.3 monolayer, as assessed by flow cytometric analysis
(data not shown) (Annexe 1). Our results showed that contact with bEnd.3 induced time-
dependent de novo expression of MMP10 mRNA in both 164T2 and 267 T lymphoma
cells (Fig. 1B). The induction was transient, as it reached maximal expression at 12 h
post-contact. No such induction was observed upon contact of lymphoma cells with
fibroblasts. To ensure that no EC were present among lymphoma cells that were removed
after co-culture, we routinely measured by RT-PCR the levels of EC-specific E-selectin
transcripts in isolated T lymphoma cells; no detectable levels were present (Fig. 1C).
These results indicated that no significant numbers of EC were present anong lymphoma
cells after contact and argued against the possibility that MMP10 expression in T
lymphoma cells following contact with EC was attributable in part to constitutive
expression of MMP10 by contaminating endothelial cells. Western blot analysis was
performed to confirm the induction of MMP10 at the protein level (Fig. 1D). To rule out
contamination of lymphoma cell suspension by EC which express endogenous levels of
MMP10, Western blot analysis was performed on lysates obtained from lymphoma cells

that had been removed from 18-hour contact with EC and subsequently cultured alone for

89



3h. In these conditions, rare EC that could have contamined the lymphoma suspension
would adhere to the bottom of the plates, while lymphoma cells would remain unadherent
which facilitated their purification from EC. These procedures were carried out to ensure
that the MMP10 protein detected by Western blot in Fig 1C did not originated from
contaminating EC. Activation of MMP10, but not of MMP3, gene expression was also
observed following contact of human B and T lymphoma cells with HUVECs (data not

shown)(Annexe 5).

The essential role of LFA-1 and ICAM-1 in the induction of MMP10 expression.
Integrins play a key role in intercellular adhesion events, notably in the delivery of
signals regulating MMP gene expression (19, 31). Since lymphoma cells express high
levels of LFA-1, an integrin involved in the activation of MMP9 gene in lymphoma cells
upon contact with endothelial cells (19), we next tested the effect of blocking LFA-1 on
the induction of MMP10 in lymphoma cells following contact with bEnd.3. Our results
showed that pre-incubation of T lymphoma cells with anti-LFA-1 mAb reduced the de
novo induction of MMPI10 in pre-treated lymphoma cells after contact with EC by
approximately 80% (Fig. 2A and B). This effect specifically blocked LFA-1 signalling,
as no such reduced induction was observed after pre-incubation of lymphoma cells with
an anti-VCAM-1 control mAb, VCAM-1 beeing constitutively expressed on bEnd.3 cells
but not on T lymphoma cells (data not shown). Alternatively, to determine whether
ICAM-1, a major ligand for LFA-1 (32), played a role in the interaction between tumor
cells and endothelial cells, we pre-treated bEnd.3 endothelial cells with anti-ICAM-1
blocking mAb and observed a decrease of approximatively 75% in the induction of
MMP10 expression in 164T2 T lymphoma cells after contact with pre-treated EC (Fig.
2C and 2D). Again, this effect specifically blocked ICAM-1 signalling, as no such
decrease was observed when EC were pre-treated with an anti-VLA-4 control mAb
(VLA-4 is not expressed by bEnd.3 endothelial cells).

Induction of MMP10 in human B lymphoma cells following stimulation with

cytokines. MMP gene expression, in addition to being regulated by intercellular contact,

most notably in B Iymphoma cells, has been shown to be under the control of cytokines
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(33-36). Since previous studies have shown that cytokines such as IL-4, IL-6 and IL-13
play a significant role in lymphomagenesis (37-39), we investigated whether these
cytokines could modulate MMP10 expression and found that exposure of Raji lymphoma
cells to IL-4, IL-6, and to IL-13 induced the expression of MMP10 (Fig. 3A). This
induction was specific, as no such induction was observed with MMP3, another member
of the stromelysin subfamily of MMP, although MMP3 transcripts were detected in
HT1080 positive control cell line; moreover, no modulation of TIMP-1 expression was
observed. The ability of IL-13 to up-regulate MMP10 was not specific to the Raji B cell
line, as other, albeit not all, B lymphoma cell lines could express MMP10 in response to

this cytokine (Fig. 3B).

Invasive in vitro behavior of lymphoma cells over-expressing MMP10. Extracellular
proteases have been shown to cooperatively influence tumorigenicity through proteolytic
cascades, with individual proteases having distinct roles in matrix degradation, invasion,
and migration. To determine whether increased expression of MMP10 conferred to
lymphoma cells an increased proteolytic activity, we first generated T lymphoma cell
lines over-expressing MMP10. Murine T lymphoma cells (267 cell line) were transfected
with the pSRo expression vector encoding the murine MMP10 cDNA, and puromycin-
selected cell clones were isolated. These clones were characterized for MMPI0
expression at the mRNA and protein levels by RT-PCR and Western blot analyses (Fig.
4A and B). MMPI0 mRNA and protein was detected in cells transfected with the
MMP10 cDNA (clones C7, A2, and C4) but not in lymphoma cells transfected with the
control vector (clones 6D and 24). We then measured the effect of MMP10 expression
on the ability of lymphoma cells to migrate through a matrigel-based matrix. We found
that over-expression of MMP10 by lymphoma transfectants significantly improved their
ability to migrate through the matrix compared to cells transfected with the control vector
(Fig. 4C). The ability of the metalloproteinase-specific inhibitor phenanthroline (PHEN)
to inhibit the invasive behavior of lymphoma transfectants shows that this effect is indeed
MMP-dependent. It is worth noting that the observed decrease in invasive behavior
associated with pre-treatment of lymphoma transfectants with PHEN was not caused by

cytotoxicity. (Fig 4D).
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MMP10 accelerates lymphoma growth in vive. To measure the effect of MMP10 over-
expression in thymic lymphoma growth, we compared the capacity of control (Sro
clones) and MMP10 transfectants to modulate tumor growth in vivo following intra-
thymic injection in young C57BL/6 syngeneic mice. In this orthotopic thymic lymphoma
growth model, injected lymphoma cells generated tumors that grew with various speeds,
depending notably on the phenotype of the injected lymphoma cells (in this case, over-
expression or not of MMP10). Clinical signs of thymic lymphoma (runting, swelling of
the thorax, and dyspnea) only appeared at the end-stage of the disease and were a sign of
imminent death owing to pulmonary compression by oversized thymic tumor. Thus,
survival of the animals depended on the growth rate of their thymic lymphoma, which
dictated at what moment the animals would display dyspnea and would have to be
sacrificed. Two clones of control (Sra clones) and MMP10-over-expressing lymphoma
transfectants were thus injected intra-thymically in mice and the frequency of tumor
development as well as the mean survival time (MST) were determined. Our results
showed that expression of MMPI0 by lymphoma cells significantly (»p = 0.0001)
accelerated the growth of thymic lymphoma in vivo, since mice injected with MMP10
transfectants presented dyspnea earlier and had to be sacrificed more rapidly than those
who received control lymphoma cells (Fig. 5). Indeed, MST values were significantly
reduced when MMP10-expressing cells were injected as compared to control cells (22 *
3 days vs 41 * 4 days, respectively). Similar results were obtained with the clone A2

(data not shown)(Annexe 6).
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Discussion

We have shown here that: (1) MMP10 expression can be induced in murine T lymphoma
cells after contact with endothelial cells, an effect that is partially mediated by ICAM-1
and LFA-1 adhesion molecules; (2), MMP10 expression can also be induced in human B
lymphoma cells afier exposure to cytokines such as IL-4, IL-6, and IL-13, but not IL-1;
and (3) MMPI10 expression by lymphoma cells accelerates the growth of thymic
lymphoma. To our knowledge, the present study is the first to directly address the
expression of MMP10 in lymphoma and the signals that regulate its expression in
lymphoma cells; moreover, it provides the first indication for a role of MMP10 in tumor

growth.

We found that both T and B lymphoma cells of human and mouse origin secrete MMP10
on contact with endothelial cells, but not with fibroblasts. It must be noted that the
inability of fibroblasts to induce MMP10 gene expression is not due to their lack of
ICAM-1 expression, as Hi-7 cells transfected with ICAM-1 were unable to induce
MMP10 gene expression in lymphoma cells (data not shown)(Annexe 7). This suggest
that binding to ICAM-1 is insufficient to induce MMP10 expression in lymphoma cells
and that a co-stimulatory signal generated from molecules other than the LFA-1/ICAM-1
complex is necessary for the induction of MMP10. A similar situation was observed in
the case of MMP9 induction upon contact with EC (19). In fact, these data are consistent
with those obtained from co-culture systems using Transwells, where lymphoma cells
were physically separated from EC by a porous filter that only allowed selective
exchange of small molecules. In these experiments, we did not observe induction of
MMP10 gene expression in lymphoma cells (data not shown)(Annexe 8), indicating that
cell-cell contact was necessary. Although membrane-bound chemokines/growth factors
are prime candidates for signals inducing MMP10 in lymphoma cells, further studies
using gene profiling experiments on EC and blocking antibodies will help to determine

the repertoire of factors expressed by these cells and the signal(s) involved.

Stromelysins  are  considered collagenase-related connective-tissue-degrading

metalloproteinases. The ability of MMP10 to promote neoplasia has therefore been



inferred to its secretion by peri-tumoral cells in response to the presence of signals
provided by the tumor cells (16). Our study, however, clearly shows that tumor cells
themselves can secrete MMP10, notably following exposure to cytokines such as IL-4,
1L-6, and IL-13. It is likely that these cytokines can be provided by a variety of peri-
tumoral cells, including endothelial cells, macrophages, or even infiltrating activated
lymphocytes. IL-13, as well as IL-6, has been shown to be involved in the
pathophysiology of human lymphomas (37-39). These results are in fact consistent with
the observation that Hodgkin/Reed-Sternberg cells, which are responsive to IL-13 (41),
express MMP10 in vivo (42). This suggests that the contribution of these cytokines to the
pathophysiology of lymphoma can be attributed, at least in part, to their ability to up-
regulate MMP genes, such as MMP10. We have observed that IL-13, however,
selectively induces expression of MMP10 in some B lymphoma cells such as Raji cell
line, but not in others. This distinct ability to express MMP10 following exposure to IL-
13 may vary according to: 1) the levels of expression of functional IL-13 receptors, 2) the
integrity of the IL-13 signaling cascade involved in the activation of the MMP10
promoter, or 3) the clinical status of the patient,and/or the type of lymphoma. Further
studies with more patients will thus be required to determine whether the expression of
MMP10 in NHL is associated with a particular growth phenotype or with a particular
clinical outcome. Moreover, our results showing that IL-4 stimulates MMP10 secretion
in both human T and B lymphoma cells has important implications for the success of IL-4
as a treatment for low and high grade lymphomas. They may explain, at least in part, the
limited success of clinical trials of using recombinant human interleukin-4 in patients

with NHL (43).

Although MMP3 and MMPI10 are encoded by different genes, both enzymes are
considered as isozymes as they share significant structural characteristics and substrate
specificity. The most significant differences between these enzymes are within their
differential pattern of expression (8), despite the fact that both enzymes are encoded by
genes flanked by common consensus sequences specific for transcription factors such as
AP-1 and PEA3. MMP10, for example, has been shown to be much less responsive than
MMP3 to growth factors such as IL-1 in human fibroblasts (11, 44). We found a similar
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pattern in human lymphoma cells, namely that MMP10, but not MMP3, was induced by
IL-4, IL-6, and IL-13. However, lymphoma cells and fibroblasts have distinct abilities to
express MMP10 and MMP3 following exposure to cytokine, since IL-1 is ineffective in
inducing MMP3 and MMP10 expression in lymphoma cells. This concept is also
supported by our data showing that in lymphoma cells, MMP10 can be induced by IL-4, a
cytokine previously associated with down-regulation of IL-1-induced stromelysin
expression in stromal cells (45-47). It is also important to note that while MMP10
mRNA levels were increased in lymphoma cells upon treatment with IL-4, IL-6 or IL-13,
the mRNA level of TIMP-1, a natural inhibitor of MMPs, including MMP10, was not
modulated by these cytokines, suggesting that stimulation of lymphoma cells by these
cytokines shifted the equilibrium between MMP and their inhibitors. The limited
inductibility of MMP3 in lymphoma cells suggests that its expression is under tight
regulatory control, possibly involving epigenetic mechanisms such as DNA methylation.
We and others have indeed shown that the expression of some members of the MMP
family is subjected to changes in the methylation status at the level of their promoter in
lymphoma cells (48-50). Future investigations on the signaling cascade leading to

activation of both genes in lymphoma cells should clarify this issue.

In the light of the side effects that have been observed in clinical trials, recent studies
have focused on the importance of using specific rather than broad-spectrum MMP
inhibitors for the treatment of cancer (51). For this reason, it is of prime importance to
understand MMP pathophysiology in cancer. The combined use of in vitro and in vivo
experimental models has allowed us to identify MMP10 has a new target for lymphoma
therapy. Although the underlying mechanisms by which MMP10 accelerates lymphoma
growth in our model remains to be elucidated, our results showing that expression of
MMP10 increases the ability of lymphoma cells to break down the extracellular matrix is
likely to play an important role in promoting lymphoma growth. This would lead, for
instance, to the release of growth factors and cytokines, and/or directly regulate the
bioactivity of soluble mediators. Our model may thus be suitable to assess the effects of

specific inhibitors of lymphoma growth.
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Legend to figures

Figure 1. MMP10 gene expression is induced in Iymphoma cells on contact with
endothelial cells. (A) MMP10 gene expression in murine T lymphoma and stromal cells.
Levels of MMP10 transcripts were determined by RT-PCR analysis in 164T2 and 267 T
lymphoma cells and in bEnd.3 endothelial cells and Hi-7 fibroblastic cells. Levels of
MT4-MMP transcripts are shown as a specificity control . M, m.w. standards (100-bp
DNA ladder). The lower thick band represents the 600-bp marker. Results are
representative of at least three independent experiments. (B) Induction of MMP10 in
lymphoma cells after contact with endothelioma cells, but not fibroblasts. The bEnd.3
endothelioma or Hi-7 fibroblastic cells were seeded at a density of 0.8 x 10° and 10° cells
per well (Coming 12-well plate), respectively, and were cultured for 12 hours to reach
approximatively 80% confluency. 164T2 or 267 T lymphoma cells (10° cells per well)
were then added to the endothelial or fibroblastic layers. After indicated periods of
intercellular contact, lymphoma cells were collected, total RNA extracted, and RT-PCR
analysis using MMP10 and B-actin-specific primers was performed as described in
«Materials and Methods». M, m.w. standards (100-bp DNA ladder). The lower thick
band represents the 600-bp marker. Levels of MT4-MMP transcripts are shown as a
specificity control . Results are representative of three independent experiments. (C)
Control showing absence of endothelial cells in lymphoma cells preparations collected
after contact with EC. Transcripts of E-selectin, a specific marker of EC, were found in
RNA extracted from endothelioma cells but were undetectable in RNA samples of
lymphoma cells collected after co-culture with EC. M, m.w. standards (100-bp DNA
ladder). The lower thick band represents the 600-bp marker. Results are representative of
at least three independent experiments with 164T2 as well as 267 T lymphoma cells. (D)
Induction of MMPI10 detected at the protein level. Western blot analysis of MMP10 in
267 T lymphoma cells that had been cultured alone during 3 hours after removal from an
18-hour interaction with bEnd.3 cells. Proteins (100 pg) from cell lysates were
immunodetected with MMP10-specific polyclonal antibodies as described. Results are

representative of two independent experiments.
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Figure 2. The induction of MMP10 expression in lymphoma cells upon contact with
endothelial cells is LFA-1- and ICAM-1-dependent. Involvement of LFA-1 and
ICAM-1 in the induction of MMP10 expression in 164T2 T lymphoma cells after contact
with EC was determined by pre-incubating (A) 164T2 T lymphoma cells for 30 min with
blocking mAbs specific for LFA-1 (or VCAM-1 as an isotypic control) or (B) endothelial
cells with mAbs specific for ICAM-1 (or VLA-4 as an isotypic control), and then
washing pre-treated cells to remove excess Ab, before lymphoma and endothelial cells
were co-cultured for 12 h. MMP10 gene expression was then analyzed at the mRNA level
by RT-PCR as previously described and quantitative analysis of antibody inhibition was
performed by imaging densitometry. M, m.w. standards (100-bp DNA ladder). The
lower thick band represents the 600-bp marker. Results are representative of three

independent experiments.

Figure 3. Upregulation of MMP10 in lymphoma cells upon exposure to cytokines.
(A) Raji cells and (B) several B lymphoma cell lines were stimulated with various
cytokines, including IL-13, for 14 hours. MMP10, MMP3 and TIMP-1 mRNA
expression was then measured by RT-PCR, using HT1080 fibrosarcoma cell line as a
positive control. Results are representative of at least three independent experiments. The
expression of GAPDH was included as an RNA loading control. Results are

representative of at least two independent experiments.

Figure 4. Generation of transfectant lymphoma cell clones over-expressing MMP10
and measure of their invasive behavior. (A) mRNA and (B) Western blot (100 pg/lane)
analyses of MMP10 expression in 267 lymphoma cells transfected with the empty vector
(SRa), or with the MMP10 ¢cDNA. Clones were selected using puromycin-containing
medium. Both control (empty SRa vector) and all MMP10 expressing clones shown
were used for independent in vivo studies. M, m.w. standards (100-bp DNA ladder).
Results are representative of at least two independent experiments. (C) The effect of
MMPI10 on the invasive behavior of lymphoma cells over-expressing MMP10 was
determined using Matrigel-coated Transwell inserts. Invasion assays were conducted for
24h or 36h in serum-free media after pre-treatment or not of transfectant lymphoma cells

with 5 mM 1,10-phenanthroline (PHEN) for 30 min. Results are means /- SE for two
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independent experiments, each performed in duplicates. *: p value < 0.05. (D) Lack of
cytotoxicity of PHEN treatment (SmM for 30 min). The different lymphoma cell
transfectants were incubated with various concentrations of PHEN for 30 min before cell
count with Trypan blue. Results are means +/- SE for two independent experiments, each

performed in duplicates.

Figure 5. Effect of MMP10 on lymphoma growth. Lymphoma cell transfectants (5 x
103) were injected in each of the two thymic lobe in young C57BL/6 syngeneic mice.
Mice exhibiting signs of distress and becoming moribund were killed by carbon
monoxyde anesthesia and autopsied. Thymic lymphomas were confirmed at necropsy and
fixed for histological examination. (A) Representative thymic lymphoma harvested at
necropsy following intrathymic injection of lymphoma transfectant compared to a normal
thymus on the right. (B) Survival analysis of tumor bearing-mice over a time period of
57 days after tumor injection. Thymic lymphoma induced by intrathymic inoculation of T
lymphoma cells are restricted to the thymus, and do not metastasize to peripheral organs
(40). The results are representative of two independent experiments with three different

clones expressing MMP10. *: p value < 0.05.
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CHAPITRE 4

MMP9 (Gelatinase B) and MMP10 (stromelysin-2) delay the growth

of subcutaneous lymphoma in vivo

Van Themsche C, Potworowski EF and St-Pierre Y
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Résumé

Les MMP sont depuis longtemps considérées comme des enzymes pro-tumorales.
Plusieurs études mettent notamment en évidence la capacité des MMP a accélérer la
croissance de diverses tumeurs, dont les lymphomes non-Hodgkiniens. Il a en effet été
démontré, en utilisant le modéle expérimental de lymphome thymique, que MMP9 et
MMP10 pouvaient accélérer la croissance de tumeurs lymphoides dans le
microenvironnement thymique. Le présent article, cependant, démontre au contraire que
MMP9 et MMP10 retardent la croissance de tumeurs lymphoides dans la région sous-
cutanée, ou des transfectants stables de cellules lymphomateuses surexprimant MMP9 ou
MMP10 générent des tumeurs plus tardivement que les cellules lymphomateuses témoin.
Ces résultats sont en accord avec ’hypothése du « seed and soil », qui prédit que les
propriétés tumorigéniques des cellules cancéreuses dépendent du microenvironnement
qu’elles colonisent. De plus, nos résultats démontrent que les lymphocytes matures sont
impliqués dans Dactivité anti-tumorale de MMP9 et MMPI0 sur la croissance du
lymphome dans la région sous-cutanée, puisque des transfectants stables de cellules
lymphomateuses surexprimant 1'une ou [I’autre de ces MMP sont davantage
tumorigéniques chez des souris dont le géne Rag a été inactivé que chez des souris
immunocompétentes. Ces résultats suggerent ainsi que MMP9 et MMP10 augmentent la
réponse immunitaire anti-tumorale dans I’environnement sous-cutan€, un phénoméne qui
ne pouvait pas étre observé dans le cadre d’études similaires basés sur 1'utilisation de
souris immunodéficientes. Enfin, nous avons obtenu des indications expérimentales que
MMP9 et MMP10 exercaient leur activité anti-tumorale 4 un stade précoce du processus
de croissance du lymphome sous-cutang, puisque le temps de latence précédant
I'apparition d’une tumeur palpable apres injection de cellules lymphomateuses
surexprimant une MMP est plus long que celui associé a I’injection de cellules
lymphomateuses témoin; par ailleurs, MMP9 ou MMP10 sont présentes en quantités
similaires dans les tumeurs au stade avancé dérivant de cellules lymphomateuses

surexprimant une MMP et dans les tumeurs dérivant de cellules lymphomateuses témoin.
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Introduction

Matrix metalloproteinases (MMPs) constitute a family of proteolytic enzymes that can
cleave various matrix components (such as collagen and fibronectin), as well as several
non-matrix proteins (including cytokines and growth factors, adhesion molecules and
other proteases) (reviewed in (Visse et Nagase, 2003). Compelling data indicates that
MMPs favor cancer progression. Indeed, MMPs are highly expressed in malignant tissues
and in many types of tumor cells, their substrate-specific proteolytic activity correlates
with the acquisition of enhanced invasive as well as metastatic abilities. In addition,
several reports suggest a growth-promoting activity of MMPs towards cancer cells
(reviewed by (Hojilla et al., 2003). Nonetheless, after the recent failure of MMP
inhibitors in clinical trials, an emerging concept is that MMPs may not exert such a
tumor-promoting role at all stages of cancer progression and therefore, the precise role of
individual MMPs must be delimited at each stage of the different cancers (Coussens et al.,
2002).

Non-Hodgkin’s lymphomas (NHLs), as well as several other cancers, are associated with
rapid tumor growth and severe metastatic disease that result in high mortality rates.
MMP9 is highly expressed in aggressive NHL tumors (Kossakowska et al., 1993;
Kossakowska et al., 1996), and our experimental model of NHL has previously allowed
us to determine that MMP9, as well as MMP3 and MMP10, accelerate lymphoma growth
in the primary thymic micro-environment (Aoudjit et al.,, 1999; Van Themsche et al.,
2004a,b). These results were in agreement with previous reports on the tumorigenic role
of MMPs. However, since tumorigenic properties of cancer cells depend on the organ
microenvironment they are colonizing (Dougherty et al., 1994; Bonnotte et al., 2003), as
predicted by the seed and soil hypothesis (Paget, 1989; Fidler, 2001), we hypothesized
that the ability of MMP9- and MMP10-expressing transfectant lymphoma cells to rapidly
generate tumors in the primary thymic microenvironment might not be as pronounced in
different, secondary organ microenvironments. Since patients with various NHLs present
secondary tumours in the cutaneous region and because most available data concerning
the role of MMPs in tumor growth has been obtained using the subcutaneous route of

injection, we characterized the influence of MMP9 and MMP10 on lymphoma growth in
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the subcutaneous region. We found that 1) both MMP9 and MMP10 delay subcutaneous
lymphoma growth in wild-type C57BL/6 mice; 2) the growth-delaying activity of
MMP10 and MMP?9 involves mature peripheral T and/or B lymphocytes, and 3) the anti-
tumorigenic properties of these MMPs on subcutaneous lymphoma takes place at an early

stage in the process of tumor growth.
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Materials and methods

Mice. Male and female C57BL/6 mice were bred in our animal facility and maintained
under specific pathogen-free conditions and in accordance with institutional guidelines.
Breeder pairs for the C57BL/6 mouse colony were purchased from Jackson Laboratory
(Bar Harbor, ME, USA). Rag-deficient C57BL/6 mice were a kind gift from Dr Alain
Lamarre (INRS-Institut Armand-Frappier).

Cell lines and reagents. The origin of the 267 T lymphoma cell line, which was isolated
from a radiation-induced thymic lymphoma in C57BL/6 mice, has been described
previously (21). MMP10 stable transfectants (267-MMP10) (Van Themsche et al., 2004b)
and MMP?9 stable transfectants (267-MMP9) had been generated previously by our group
(Aoudjit et al., 1999). Transfectant lymphoma cells and contro] cells (267-Sr0 in the case
of MMP10 and 267-PBK-RSV in the case of MMP9) 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 Cg/ml streptomycin and 55 OM (-

mercaptoethanol.

RNA isolation and analysis. Total RNA was isolated using RNeasy kit (Qiagen,
Burlington, ON) according to the manufacturer’s instructions. First strand cDNA was
synthesized from 2-3 Og of total cellular RNA using the Superscript II (GIBCO Life
Technologies). For RNA analysis by polymerase chain reaction (PCR) amplification,
oligonucleotide primers were designed according to DNA sequences for mouse
stromelysin-2 (MMP10) obtained from Genbank (National Center for Biotechnology
Information, Bethesda, MD) and chosen to have approximately a 50% GC content. In the
case of mouse MMP10, the sense (5°’AGG GAC CAA CTT ATT CCT GG 3’) and anti-
sense (5’ CAG TAT GTG TGT CAC CGT CC 3°) primers were located in exons V and
X, respectively. Primers for MMP9 were 5° CCATGAGTCCCTGGCAG 3’ (sense) and
5" AGTATGGATGTTATGATG 3’ (antisense); the B-actin-specific primers were 5° CAT
GGA TGA CGA TAT CGC TGC GC 3’ (sense) and 5° GCT GTC GCC ACG CTC GGT
CAG GAT C-3° (anti-sense). Amplification of B-actin cDNA was used as an RNA



loading control. Amplification of specific genes was performed in a MJ Research
Thermal cycler (model PTC-100TM) using the following parameters: 1 min at 94°C, 1
min at 60°C and 1 min at 72°C for 35 cycles, except for [J-actin which only required 25
cycles. The amplification for each gene was in the linear part of the curve. The reaction
mixture was size-separated on an agarose gel, and specifically amplified products were
detected by ethidium bromide staining and ultraviolet transillumination. Quantitative
analysis was carried out using a computerized densitometric imager (BioRad, model GS-
670, Mississauga, ON). DNA sequencing of the amplicons confirmed the specificity of
the PCR reactions.

Gelatin zymography. Aliquots of 200 pl of serum-free conditioned media from
subconfluent transfectants cultured for 24h were collected and assessed by zymography
for the presence of extracellular MMP9 enzyme. Samples were applied without heating or
reduction to a 7.5% polyacrylamide gel containing 1mg/ml bovine gelatin (Sigma). After
electrophoresis, gels were washed twice for 60 min with 2.5% Triton X-100, then briefly
with water, and incubated for 40h in 50 mM Tris-HCl (pH 5.5) containing 5 mM CaCl2,
and 0.02% NaN3 at 37°C. After incubation, the gels were stained with 0.25% Coomassie
blue R-250 and destained with 10% methanol and 10% acetic acid. Proteolytic bands
appeared clear on blue-stained background. Conditioned media from PMA-stimulated
human fibrosarcoma cells HT1080, which express MMP9 and MMP2, was used as a

positive control.

Invasion assay. The invasive properties of MMP9-expressing lymphoma cell clones were
measured by the invasion of cells through Matrigel-coated Transwell inserts (Costar,
Corning, Cambridge, MA). Briefly, Transwell inserts with an 8-Om pore-size were
coated with a 2 mg/ml Matrigel and lymphoma cells (2 x 105 cells) were added to the
upper chamber inserts in Transwell chamber plates filled with pre-warmed complete
medium containing supernatant (1:1) from mitogen-activated (Con A) T cell cultures as a
source of T cell chemoattractant (29). Plates were incubated for 24 or 36 hours in a CO2
incubator. Percentage of cell invasion was calculated from the ratio of cells recovered
from the lower compartment to the total number of cells loaded in the upper

compartment. In some experiments, lymphoma cells were re-suspended in RPMI
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containing 5 mM 1,10-phenanthroline and incubated at 370C for 30 min before their
addition to Transwell chamber plates. At least two independent experiments were

performed for each lymphoma cell clone, where each clone was analyzed in duplicate.

Induction of subcutaneous lymphoma. Five to six-week-old wt or Rag-deficient C57BL/6
mice (3-7 mice per group) were injected subcutaneously (s.c.) in the right flank with 2 X
107 MMP-expressing or control lymphoma cells. Size of tumors was then regularly
measured and mice were killed when tumor reached 2500 mm3. In this s.c. growth model,
injected lymphoma cells generate tumors that grow with various speeds, depending
notably on the phenotype of the injected lymphoma cells (in this case, over-expression or
not of MMPs). Thus, survival of the animals depends on the growth rate of their
subcutaneous tumor, which dictates at what moment the animals will have to be
sacrificed. All the animal research was reviewed and approved by the Institutional
Animal Care and Use Committee at the INRS-Institut Armand-Frappier in accordance

with institutional and Canadian guidelines for animal experiments.

Induction of primary thymic lymphoma. Five to six-week-old C57BL/6 mice (5-10 mice
per group) were injected intra-thymically (i.t.) in each of the two thymic lobes with 5 X
103 MMP10-expressing or control lymphoma cells. Mice were then regularly observed
for clinical signs of thymic lymphoma (runting, swelling of the thorax, and dyspnea),
which only appear at the end-stage of the disease and reveal imminent death owing to
pulmonary compression by oversized thymic tumor. In this thymic lymphoma growth
model, injected lymphoma cells generate tumors that grow with various speeds,
depending notably on the phenotype of the injected lymphoma cells (in this case,
overexpression or not of MMP10). Thus, survival of the animals depends on the growth
rate of their thymic lymphoma, which dictates at what moment the animals will suffer
from dyspnea and will have to be sacrificed. The presence of thymic tumors is then
confirmed at necropsy. All the animal research was reviewed and approved by the
Institutional Animal Care and Use Committee at the INRS-Institut Armand-Frappier in

accordance with institutional and Canadian guidelines for animal experiments.
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Statistical analysis. Statistical significance was measured using a log rank test and the

level of significance was established at p < 0.05.
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Results

Invasive in vitro behavior of lymphoma cells overexpressing MMP9. Before proceeding
to the in vivo subcutaneous lymphoma growth experiments, which required the injection
of MMP-expressing lymphoma cells and control cells, we routinely performed an in vitro
characterization of MMP expression by the various cell lines. The generation and
characterization of MMP10 transfectant lymphoma cells (clones A2, C4, and C7) as well
as empty vector-containing control lymphoma cells (clones 6D and 24) has been
described recently (Van Themsche et al., 2004b); the characterization of MMP9 stable
transfectants, which had been generated earlier by our group (Aoudjit et al., 1999) is
presented here. MMP9 nucleic (Fig. 1A) and proteic (Fig. 1B) levels were thus
determined in thawed transfectants using RT-PCR and gelatin zymography, respectively.
In both cases, MMP9 production was detectable in MMP9 transfectants but not in control
cells. We then measured the effect of MMP9 expression on the ability of lymphoma cells
to migrate through a matrigel-based matrix. We found that overexpression of MMP9 by
lymphoma transfectants significantly improved their ability to migrate through the matrix
compared to cells transfected with the control vector (Fig. 1C). The ability of the
metalloproteinase-specific inhibitor phenanthroline (phen) to inhibit the invasive behavior

of lymphoma transfectants shows that this effect is indeed MMP-dependent.

MMPI10 delays the growth of subcutaneous lymphoma in immunocompetent mice. To
determine the tumorigenic properties of MMP10 in subcutaneous lymphoma growth, the
characterized lymphoma transfectants were then injected subcutaneously in wild-type
C57BL/6 mice. At this site of tumor growth, MMP10-overexpressing lymphoma
transfectants (clones A2, C4 and C7) repeatedly generated tumors less efficiently than
empty vector-transfected control lymphoma cells (clones 6D and 24), which resulted in
longer survival time of recipient animals (Fig. 2). Indeed, mean survival time of mice
injected with MMP10 transfectants clones A2, C4 and C7 was 24 +/- 2 days, 25 +/- 2
days and 22 +/- 1 days, respectively, compared to 18 +/- 2 days, 19 +/- 2 days and 16 +/-
1 days for control lymphoma cells (p < 0.05; see Table I). Moreover, in the case of clone

C7, only half of recipient animals developed tumors; in this case mean survival time was
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calculated using data from animals that developed a tumor. The longer survival time
associated with MMP10 overexpression by lymphoma cells was the result of a longer
latency period, i.e. the number of days post-injection before a palpable tumor was
detectable at the site of injection. Indeed, mean latency period of mice injected with
MMP10 transfectants clones A2, C4 and C7 was 14 +/- 2 days, 15 +/- 2 days and 13 +/- 2
days, respectively, compared to 8 +/- 2 days, 7 +/- 1 days and 6 +/- 1 days for control
lymphoma cells (p < 0.05; see Table I). We thus conclude from these series of in vivo
tumor growth experiments that MMP10 delays the growth of subcutaneous lymphoma in

immunocompetent mice.

MMP9 delays the growth of subcutaneous lymphoma in immunocompetent mice.
Similarly to MMP10, in the subcutaneous region, MMP9-overexpressing lymphoma
transfectant repeatedly generated tumors less efficiently than empty vector-transfected
control lymphoma cells, which again resulted in longer survival time of recipient animals;
in the case of MMP9 however, the prolonged survival time associated with MMP9
overexpression by lymphoma cells was even more pronounced (Fig. 3). Indeed, mean
survival time of mice injected with MMP9 transfectants was 40 +/- 3 days, compared to
19 +/- 1 days for control lymphoma cells (Table D). This longer survival time was also
accompanied by a longer latency period; mean latency period of mice injected with
MMP9 transfectant was 15 +/- 2 days, compared to 8 +/- 1 days for control lymphoma
cells (Table I). These results lead us to conclude that MMP9 delays the growth of

subcutaneous lymphoma in immunocompetent mice.

The growth-delaying activity of MMP10 requires the presence of mature lymphocytes. It
has previously been showed that bone marrow-derived cells that infiltrate developing
tumors can supply MMP9 to the tumor microenvironment and influence cancer
progression (Coussens et al., 2000a). To determine whether bone marrow-derived
immune cells such as lymphocytes were involved in the growth-delaying properties of
MMP10 and MMP9 on subcutaneous lymphoma in immunocompetent mice, we
performed additional series of subcutaneous injection of transfectant lymphoma cells but

this time, using Rag-deficient immunocompromised mice. These animals do not produce
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mature peripheral T and B cells as a result of the lack of recombinases encoded by rag
(recombination-activating gene), which are responsible for the maturation of T and B cell
receptors. In these conditions, we found that MMP10 entirely lost its growth-delaying
properties; indeed, the survival plots of Rag-deficient animals injected with MMP10
transfectant or control lymphoma cells were almost identical (Fig. 4). Correspondingly,
mean survival time (26 +/- 2 days for MMP10 transfectant and 26 +/- 3 days for control
lymphoma cells) and mean latency period (16 +/- 1 days for MMP10 transfectant and 16
+/- 2 days for control lymphoma cells) were not significantly different whether lymphoma
cell overexpressed MMP10 or not (Table I). These results indicate that the growth-
delaying effect of MMP10 on subcutaneous lymphoma depends on the presence of

peripheral T and/or B lymphocytes.

Lymphocytes also contribute to the growth-delaying activity of MMP9. Similar to
MMP10, we found that a lack of mature T and B lymphocytes also reduced the growth-
delaying properties of MMP9 on subcutaneous lymphoma. As shown in Figure 5, Rag-
deficient mice injected with MMP9 transfectant survived less longer than wild-type mice
injected with this MMP9 transfectant, although they lived longer than Rag-deficient mice
who received control lymphoma cells (Fig. 5). Rag-deficient mice who received MMP9
transfectant had mean survival time of 32 +/- 3 days, whereas the group of wild-type mice
survived 39 +/- 4 days; in comparison, mean survival times of wild-type mice and Rag-
deficient mice who received control lymphoma cells were 22 +/- 2 days and 21 +/- 2
days, respectively (Table I). These results indicate that mature lymphocytes contribute to

the growth-delaying properties of MMP9.

To determine at which stage in the process of tumor growth did MMP9 and MMP10 exert
their anti-tumorigenic activities, we determined the expression level of MMP9 or MMP10
in tumors originating from both MMP transfectants as well as control lymphoma cells.
Tumors were collected from tumor-bearing animals whose tumor had reached a size of
2500 mm3; tumor samples were thus representative of established, end-stage tumors. In
these conditions, we found that MMP10 mRNA was indeed present within tumors
originating from MMP10 transfectant and also that MMP9 mRNA was present within
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tumors originating from MMP9 transfectant (Fig. 6). In addition, we found that similar
levels of these MMPs were also present in tumors originating from control lymphoma
cells, which did not express any detectable level of MMPs before injection (Fig. 1 and
Van Themsche et al., 2004b). These result suggest that the growth-delaying activity of
MMP10 and MMP9 on subcutaneous lymphoma does not take place at a late stage, but

rather at an early stage in the process of tumor growth.



Discussion

Our group has previously shown that MMP9 as well as MMP10 can accelerate the growth
of primary thymic lymphoma (Aoudjit et al., 1999)(Van Themsche et al., 2004b). In the
present study, we report that MMP9 as well as MMP10 can delay the growth of
subcutaneous lymphoma tumors in vivo, in immunocompetent mice. Moreover, we have
provided evidence that mature T and/or B lymphocytes are involved in this process and
that the anti-tumorigenic activity of MMP9 and MMP10 takes place at an early stage in

the process of tumor growth.

The transfectant lymphoma cells that were used to characterize the role of MMP9 and
MMP10 in Iymphoid tumor growth have been characterized in vitro and were shown to
exhibit enhanced invasive properties, in agreement with other studies reporting improved
invasive properties of various MMP-overexpressing tumor cells in vitro (Uhm et al.,
1996; Sawicki et al., 1998; Kossakowska et al., 1999; Kondraganti et al., 2000) as well as
in vivo (Adachi et al., 2001; Hu et al., 2003; Mercapide et al., 2003). This MMP-
enhanced invasive phenotype is generally attributed to the proteolytic degradation of
complex proteins forming the extracellular matrix and consequent tissue loosening that
facilitates migration of tumor cells; it is also widely assumed to augment tumorigenic
properties of tumor cells. In this regard, our results indicating that highly invasive MMP-
overexpressing lymphoma cells can exhibit reduced tumorigenic properties could seem
surprising. Nonetheless, other studies had previously showed that tumorigenic properties
of cancer cells vary depending on the organ microenvironment they are colonizing
(Dougherty et al., 1994; Bonnotte et al., 2003). Their results and ours are in agreement
with the seed and soil hypothesis (Paget, 1989; Fidler, 2001), which predicts that the
outcome of cancer progression is not only influenced by properties inherent to the tumor
cells, but also by properties of the organ microenvironment they are colonizing. Indeed,
albeit MMP9 (Aoudjit et al., 1999) and MMP10 (Fig. 7; Van Themsche et al., 2004b)
stable transfectants were previously shown to be more tumorigenic than control
lymphoma cells in the thymic microenvironment, the present study shows that they are

less tumorigenic than control lymphoma cells in the subcutaneous region. The key to
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understanding the mechanisms whereby MMP10 and MMP9 delay the growth of
subcutaneous lymphoma thus probably resides within the particularities of the

subcutaneous microenvironment.

The subcutaneous route of injection is a well-established model of tumor growth; it has
notably been used to assess the influence of various agents on tumor growth, namely Cox
inhibitors (Kamate et al., 2002), reoviruses (Alain et al., 2002), interleukins (Stearns et
al., 1997), several cytotoxic drugs (O-Charoenrat et al., 2002) and MMPs. However, most
experimental data on the role of MMPs in tumor growth was obtained using
immunocompromised nude or SCID mice, mostly because it involved the injection of
human tumor cells. These experiments showed that, although increased MMP expression
in tumors may sometimes have no effect on s.c tumor growth, as observed when MMP7
is overexpressed by colorectal cancer cells (Adachi et al., 1999; Adachi et al., 2001), it is
often associated with increased tumorigenicity; it is notably the case for MMP2
expression by melanoma cells (Hofmann et al., 1999a; Gershenwald et al., 2001), MMP9
expression in gliomas (Lakka et al., 2003), MMP11 expression by breast carcinoma cells
(Noel et al., 1996), as well as MMP13 expression within squamous cell carcinomas (Ala-
Aho et al,, 2004). In these conditions, therefore, the impact of lymphocyte-mediated
antitumor immune response on MMP-modulated tumor growth was not taken into
account. On the contrary, in the rare reports of subcutaneous injection into
immunocompetent hosts, MMPs were shown to lose their tumor-promoting properties: it
is notably the case for MMP9, which causes a reduction in subcutaneous growth of
colonic carcinoma in wild-type Balb/c mice (Pozzi et al., 2002). It thus appears that the

presence of lymphocytes modulates the growth-promoting abilities of MMPs.

In our experimental model of lymphoma, the disparity between the tumorigenic properties
of MMP-expressing lymphoma cells in different microenvironments could thus be
attributable to local differences in antitumor immune response. Indeed, besides the fact
that the thymus represents the primary organ, whereas the skin is considered as a
secondary organ, another factor that distinguishes the two sites of tumor growth relies on

their susceptibility to specific antitumor immune response. Indeed, the thymus is an
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immunoprivileged organ that cannot be infiltrated by peripheral lymphocytes; therefore,
the only immune response that can be elicited against thymic lymphoma is non-specific
as it is mediated by resident thymic cells. However, this is not the case in the
subcutaneous region, where a specific antitumor immune response involving mature T
and/or B lymphocytes can be mounted (Khar et al., 1996; Jurianz et al., 1998; Aruga et
al,, 2000). In fact, there appears to be a lymphocyte-mediated immune response to
lymphoma tumors in our experimental model of subcutaneous growth, since mean latency
period was longer when control lymphoma cells were injected in Rag-deficient mice
compared to wild-type animals (Table 1). Strikingly, MMP-overexpressing lymphoma
transfectants are less tumorigenic in the subcutaneous region of immunocompetent mice
than within the immuno-privileged thymus of immunocompetent mice or the
subcutanenous region in the absence of T and B lymphocytes. This suggests that MMP10
and MMP9 produced by lymphoma cells enhance the T and/or B lymphocyte-mediated
immune response to subcutaneous tumors in immunocompetent mice; in this regard, it is
tempting to speculate that MMP9 and MMP10 could directly modulate the antitumor
immune response in the subcutaneous region of immunocompetent mice, presumably by
favoring peripheral T and/or B lymphocyte infiltration or activity in the lymphoid tumors.
It has notably been shown that MMP9 can cleave IL-8 and potentiate its chemoattractant
properties over immune cells (Van den Steen et al., 2000; Van den Steen et al., 2003); we
are currently evaluating whether tumors originating from MMP9 transfectants in wild-
type mice are infiltrated with more immune cells than those originating from control
lymphoma cells. Alternatively, MMP9 can cleave membrane-bound TNFO (Goetz! et al.,
1996), which is notably produced by CD4+ T lymphocytes (Rotteveel et al., 1988); it has
been shown that TNFO can reduce tumor growth (Palladino et al., 1987; Mule et al.,
1988; Mauceri et al., 2002).

Since MMP9 and MMP10 can cause a reduction of s.c. tumor growth, expression and
activity of these MMPs may therefore be deleterious for subcutaneous tumors; incidently,
tumor cells isolated from s.c. tumors often do not produce MMPs themselves, but MMP
expression is rather induced in adjacent stromal cells (Nakajima et al., 1990; Mc Donnell

et al., 1999). It is also the case with our lymphoma cells, which were previously shown to
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induce the expression of MMP9 in stromal cells in vitro (Aoudjit et al., 1998b). Stromal
origin of MMPs in tumors was generally considered as an host response to tumor cell-
derived signals and is thought to favor cancer progression, since many studies pointed to
a pro-tumorigenic role of MMPs (Bernhard et al., 1994; Witty et al., 1994) and anti-
tumorigenic effect of MMP inhibitors (Khokha, 1994; Bu et al., 1998). It appears,
however, that local MMP production can decrease tumorigenic abilities of tumor cells in
particular organ microenvironments. This induction of MMP expression in stromal cells
could therefore constitute a host mechanism of antitumor response. It should then be
determined whether stromal-derived MMPs are sufficient to delay the growth of
subcutaneous tumors; the availability of MMP9-deficient mice will allow us to address

this matter in the case of lymphoma.
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Table 1

Figurey Lymphoma |Mouse| Number | Mean Mean
. p value . p value
clone strain | of tumor- | latency survival
bearing | period time
mice (days) (days)
MMP-10# A2 | wt 6/6 147/-2 247/-2
A | control#ep | wt | 77 |82 00054 |jge 5 0.0470
MMP-10#C4 | wt 5/5 15%/-2 257/-2
2 + . 2 + .
® | Conrol#6D | wt | 4@ |7v.1 00027| 5.5 00039
MMP-10#C7 | wt 2/4 13%/-2 227/-1
*C | Conrol#24 | wi | 555 | g% 00037 |qgey 0.0019
MMP-9 wt 4/4 157/-2 407/-3
3 Control wt 4/4 g1 00280 19%/-1 0.0058
MMP-10 # C7 | Rag ™" 5/5 16 7/- 1 26 °/-2
* | comrol#24 |Rag*| 66 |16%-2 08100 |56 5 07518
MMP-9 wt 3/3 177/-1 397/-4
5 Control wt 5/5 771 10.0025 227/-2 10.0149
MMP-9 Rag”™ | 5/5 19 */-2 32%/-3 '
Control Rag™| 55 |12%- 1 J0.0402 21 %2 J0.0016
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Legends to Table and Figures

Table I. Summary of individual in vivo subcutaneous growth experiments. For each
experiment presented in Figures 2 to 5, mean latency period and survival time values are

indicated and accompanied by p value as determined by the Log Rank statistical test.

Figure 1. Characterization of transfectant lymphoma cells over-expressing MMP9
and measure of their invasive behavior. MMP9-expressing or control transfectants
have been generated previously by our group (Aoudjit et al., 1999) and freezed for long-
term storage. After they were thawed, (A) mRNA and (B) gelatin zymography analysis of
MMP9 expression in 267 lymphoma cells transfected with the empty vector (PBK-Rsv),
or with the MMP9 cDNA were performed. In the gelatin zymography experiments,
conditioned media from MMP9- and MMP2-expressing PMA-stimulated human
fibrosarcoma cells HT1080 was used as a positive control. M, m.w. standards (100-bp
DNA ladder); the largest band represents the 600 bp marker. Results are representative of
at least two independent experiments. (C) The effect of MMP9 on the invasive behavior
of lymphoma cells over-expressing MMP9 was determined using Matrigel-coated
Transwell inserts. Invasion assays were conducted for 24h or 36h in serum-free media
after pre-treatment or not of transfectant lymphoma cells with 5 mM 1,10-phenanthroline
(phen) for 30 min. Results are means +/- SE for two independent experiments, each

performed in duplicates. *: p value < 0.05.

Figure 2. MMP10 delays the growth of subcutaneous lymphoma in
immunocompetent mice. Lymphoma cell transfectants (2 x 107) or control cells were
injected subcutaneously in the right flank of young wild-type C57BL/6 syngeneic mice.
Size of tumors was regularly measured and mice were killed when tumor size reached
2500 mm3. Tumor growth curves (A, C, E) and corresponding survival curves of mice
injected with B) MMP10-transfected lymphoma cells (clone A2) or empty vector—
transfected control lymphoma cells (clone 6D) D) MMP10-transfected lymphoma cells
(clone C4) or empty vector—transfected control lymphoma cells (clone 6D) and F)

MMP10-transfected lymphoma cells (clone C7) or empty vector—transfected control
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lymphoma cells (clone 24) are presented. The results are representative of at least two

independent experiments. *: p value < 0.05 (see Table I).

Figure 3. MMP9 delays the growth of subcutaneous lymphoma in
immunocompetent mice. Lymphoma cell transfectants (2 x 107) or control cells were
injected subcutaneoulsy in the right flank of young wild-type C57BL/6 syngeneic mice.
Size of tumors was regularly measured and mice were killed when tumor size reached
2500 mm3. A) Tumor growth curves and B) corresponding survival curves for mice
injected subcutaneously with MMP9-transfected lymphoma cells or empty vector—
transfected control lymphoma cells are presented. The results are representative of two

independent experiments. *: p value < 0.05 (see Table I).

Figure 4. Abolished growth-delaying effect of MMP10 on subcutaneous lymphoma
in immunocompromised mice. Lymphoma cell transfectants (2 x 107) or control cells
were injected subcutaneously in the right flank of young Rag-deficient C57BL/6 mice.
Size of tumors was regularly measured and mice were killed when tumor size reached
2500 mm3. A) Tumor growth curves and B) corresponding survival curves for mice
injected subcutaneously with MMP10-transfected lymphoma cells (clone C7) or empty
vector-transfected control lymphoma cells (clone 24) are presented. The results are

representative of two independent experiments. See Table I for p value.

Figure 5. MMP9 has reduced growth-delaying effect on subcutaneous lymphoma in
immunocompromised mice. Lymphoma cell transfectants (2 x 107) or control cells were
injected subcutaneoulsy in the right flank of young wild-type C57BL/6 syngeneic mice or
young Rag-deficient C57BL/6 mice. Size of tumors was regularly measured and mice
were killed when tumor size reached 2500 mm’. A) Tumor growth curves and B)
corresponding survival curves for mice injected subcutaneously with MMP9-transfected
lymphoma cells or empty vector—transfected control lymphoma cells in both mouse
strains are presented. The results are representative of two independent experiments. *: p

values £ 0.05 (see Table I).
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Figure 6. MMP9 and MMP10 mRNA are also present in established tumors
originating from control lymphoma cells. Levels of mRNA for A) MMPI10 and B)
MMP9 were determined using RT-PCR analysis of samples of established, end-stage
tumors originating from MMP-overexpressing transfectant lymphoma cells as well as
empty vector-containing control cells injected in wild-type C57BL/6 mice. M, m.w.
standards (100-bp DNA ladder); the largest band represents the 600 bp marker. Results

are representative of two independent experiments.

Figure 7. MMP10 accelerates the growth of thymic lymphoma. MMP10-expressing
lymphoma transfectant (clone A2) or empty vector-containing control lymphoma cells (5
x 103 cells) were injected in each of the two thymic lobe in young C57BL/6 syngeneic
mice. Mice exhibiting dyspnea and becoming moribund were killed by carbon dioxyde
anesthesia and autopsied. The presence of thymic lymphomas were confirmed at
necropsy; these tumors are restricted to the thymus and do not metastasize to peripheral
organs. As they increase in size, they compress animal lungs and cause dyspnea
symptoms. Thymic lymphoma growth rates thus dictates the moment at which they are
sacrificed, which is represented in the survival curves. Survival analysis of tumor bearing-
mice was performed over a time period of over 100 days after lymphoma cells injection.
The results are representative of two independent experiments with three different clones

expressing MMP10. *: p value < 0.05.
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Discussion générale et conclusion

5.1 Rappel de la problématique et des objectifs

Les MMP font I'objet d’une attention particuliére dans le cadre des travaux de recherche
portant sur le cancer, notamment en raison de leur haut niveau d’expression au sein des
tissus cancéreux ainsi que de leurs activités pro-tumorales diverses. Cette famille de
protéases a rapidement été identifiée comme cible thérapeutique dans la lutte contre le
cancer; toutefois, malgré des résultats pré-cliniques encourageants ou des inhibiteurs a
large spectre des MMP se sont avérés efficaces pour contrer la croissance des tumeurs
et/ou la dissémination des cellules cancéreuses dans des modéles murins de cancers
variés, ces méme inhibiteurs se sont avérés inefficaces en études cliniques chez des
patients humains, en plus de générer d’importants effets secondaires. La communauté
scientifique s’entend aujourd’hui sur la nécessité de caractériser en détail les patrons
d’expression et les diverses activités de chaque MMP et ce, aux différents stades de
progression des cancers, avant de valider I’utilisation d’inhibiteurs sélectifs de MMP.
Dans le cas des LNH, les travaux de caractérisation de I’expression et de la fonction des
MMP publiés & ce jour ont €té presque qu’exclusivement orientés vers I’étude des
gélatinases MMP9 et MMP2; cependant, d autres MMP, dont les stromélysines MMP3 et
MMP10, sont susceptibles d’influencer la progression des LNH.

Les travaux de recherche dont fait état la présente thése visaient a caractériser la
régulation de I’expression de MMP3 et MMP10 dans des LNH, de méme que leur réle au

sein du processus de croissance tumorale des LNH.

5.2 Principaux résultats obtenus

Les travaux de recherche visant a caractériser la régulation de ’expression de MMP3 et
MMP10 dans les LNH ont permis d’établir que 1) les stromélysines MMP3 et MMP10 ne
sont pas exprimées constitutivement par les cellules de LNH murines et humaines; 2)
I’expression de MMP10 par les cellules lymphomateuses humaines, contrairement a celle
de MMP3, peut cependant étre induite suite & 1’exposition a certains agents solubles,

notamment les cytokines IL-4, IL-6 et IL-13; 3) ’expression de MMP10 est également
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inductible, dans les cellules de LNH humaines et murines, par contact intercellulaire,
notamment avec des cellules endothéliales; 4) dans les cellules lymphomateuses murines,
I'induction de I’expression de MMP10 lors du contact avec des cellules endothéliales
implique D’interaction entre les molécules d’adhésion LFA-1 et ICAM-1, exprimées
respectivement a la surface des cellules lymphomateuses et endothéliales; 5) ’expression
de MMP3 n’est inductible par contact intercellulaire que dans les cellules
lymphomateuses murines, qui interagissent spécifiquement avec des cellules
endothéliales; 6) contrairement 8 MMP10 toutefois, le blocage des molécules d’adhésion
LFA-1 ou ICAM-1 n’inhibe pas I’induction de I’expression de MMP3 dans ces
conditions, indiquant que les récepteurs de la surface cellulaire impliqués dans 1’induction

des deux stromélysines sont distincts.

Pour leur part, les travaux visant 4 caractériser le r6le de MMP3 et MMP10 au sein du
processus de croissance du lymphome ont permis de démontrer que: 1) I’expression de
MMP3 ou de MMPI10 par les cellules lymphomateuses augmente leur capacité de
migration & travers la matrice extracellulaire, un effet dépendant de I’activité
protéolytique; 2) dans un modéle murin de LNH, les tumeurs intrathymiques dérivant de
cellules lymphomateuses génétiquement modifiées qui expriment constitutivement
MMP3 ou MMP10 croissent plus rapidement que des tumeurs intrathymiques dérivant
des cellules lymphomateuses parentales n’exprimant pas de niveau détectable de
stromélysines, indiquant que ces stromélysines accélérent la croissance du lymphome
thymique in vivo; 3) dans ce méme modéle murin, les tumeurs sous-cutanées dérivant de
cellules lymphomateuses qui expriment constitutivement MMP10 ou MMP9 croissent
plus lentement que des tumeurs sous-cutanées dérivant des cellules lymphomateuses
parentales n’exprimant pas de niveau détectable de stromélysines, soulignant que MMP10
et MMP9 retardent la croissance des tumeurs sous-cutanées de LNH in vivo; 4) le retard
de la croissance des LNH au site sous-cutané lorsque MMP10 est surexprimée par les
cellules lymphomateuses nécessite la présence de lymphocytes T et/ou B matures,
puisque chez des souris déficientes pour le géne rag, les tumeurs sous-cutanées dérivant
de cellules lymphomateuses surexprimant MMP10 croissent & la méme vitesse que celles

dérivant des cellules parentales; 5) de la méme fagon, le retard de la croissance des LNH
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au site sous-cutané lorsque MMP9 est surexprimée par les cellules lymphomateuses
nécessite 1’action de lymphocytes T et/ou B matures, puisque les tumeurs dérivant de
cellules lymphomateuses surexprimant MMP9 croissent plus rapidement chez les souris
immunodéficientes que chez des souris immunocompétentes (sans toutefois croitre aussi
vite chez les souris immunocompétentes que les tumeurs dérivant de cellules parentales
n’exprimant pas MMP9, ce qui suggére que I’action des lymphocytes T et/ou B n’est pas

le seul mécanisme responsable du délai de croissance causé par MMP9).

5.3 Originalité des travaux et nouveauté des résultats

Les travaux de recherche effectués au cours de cette thése doctorale, bien qu’appuyés sur
approche expérimentale classique et déja bien établie, présentent un bon niveau
d’originalité et de nouveauté. Mentionnons en premier lieu qu’ils font partie des premiers
efforts de caractérisation de la régulation de I’expression et du rdle des stomélysines dans
les LNH. En effet, tel que décrit dans la section 1.2.9, peu de travaux traitant de la
régulation de I’expression des MMP au sein des LNH ont été publiés jusqu’a ce jour; de
surcroit, la majorité d’entre eux ont été orientés vers ’étude de I’expression des
gélatinases MMP2 et MMPY. Les présents travaux de caractérisation de la régulation de
’expression des stromélysines dans les LNH font donc figure de proue dans leur
domaine, en examinant les mécanismes responsables de I’expression de MMP3 et
MMPI10 par les cellules lymphomateuses murines et humaines, stimulées par des contacts
directs avec d’autres types cellulaires ou encore par des facteurs solubles éminemment
présents au sein des tumeurs de LNH. Par ailleurs, les seuls travaux consacrés a 1’étude
du réle des MMP dans la progression des LNH jusqu’a aujourd’hui se sont limités &
I’étude in vitro des propriétés invasives qu’elles conférent aux cellules lymphomateuses.
A cet égard, les travaux de recherche présentés dans cette thése sont les premiers a
caractériser le role des stromélysines au sein de la progression des LNH in vivo, en tirant

bénéfice d’un modele murin de LNH.
Soulignons en deuxiéme lieu la nouveauté des résultats présentés dans cette thése; en

effet, ils constituent les premiéres indications que I’expression des stromélysines est

inductible chez les cellules lymphomateuses humaines et murines. De plus, les présents
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travaux font la démonstration directe que I’expression de MMP10 par des cellules
tumorales (en 1'occurence, des lignées de cellules lymphomateuses murines) peut en
faciliter la migration a travers I’enchevétrement protéique de la matrice extracellulaire
(modélisé par du Matrigel dans le cadre de tests d’invasion in vitro). Les seuls travaux
publiés a ce sujet jusqu’a aujourd’hui suggéraient de facon indirecte seulement un role de
MMP10 dans la migration cellulaire, en rapportant 1’expression ciblée de MMP10 au
niveau du front migratoire de kératinocytes migrant vers des ulcéres de la peau afin de

participer 4 la réparation tissulaire®’®

. Enfin, les présents travaux fournissent les
premiéres indications directes qu’une méme MMP peut exercer un role global positif ou
encore négatif sur la croissance tumorale in vivo et ce, en fonction du site anatomique de
croissance de la tumeur qui la produit. En effet, il a été démontré & I’aide du modéle
murin de LNH que MMPI10, lorsque surexprimée par les cellules lymphomateuses
injectées, accélére la croissance du lymphome au site intrathymique mais retarde la
croissance tumorale au site sous-cutané. Jusqu’alors, on savait seulement que certaines
MMP pouvaient influencer de fagon positive ou négative certaines fonctions
cellulaires/tissulaires associées a la progression tumorale; par exemple, il avait déja été
établi que MMP9 pouvait influencer positivement ou négativement le processus
d’angiogénése nécessaire a la croissance tumorale, selon qu’elle générait des sous-
produits pro- ou anti-angiogéniques par son activité catalytique sur certains substrats®%:
38 Les résultats des travaux effectués au cours de la présente thése démontrent donc
pour la premiére fois une telle dualité dans le réle des MMP au sein de la progression

tumorale in vivo.

5.4 Régulation de I’expression des stromélysines dans les cellules lymphomateuses

Les données disponibles dans la littératures a ce jour soulignent la prédominance de
’origine stromale des MMP au sein des différentes tumeurs. Les résultats de la présente
thése démontrent néanmoins que dans le cas des LNH, les stromélysines MMP3 et
MMPI10 peuvent étre produites par les cellules lymphomateuses elles-mémes, dans
certaines conditions d’activation cellulaire engendrées notamment par des contacts
intercellulaires ou encore par I’exposition a certaines cytokines (Figure 1). Il a ainsi été

démontré que la molécule d’adhésion ICAM-1, via I’engagement de son ligand LFA-16%)
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Figure 1. Schéma représentant la régulation de I’expression de MMP3, MMP10 et
TIMP-1 chez le lymphome. L’expression de MMP3 n’est inductible que par contact
direct avec des cellules endothéliales, via des récepteurs non-identifiés, dans les cellules
lymphomateuses murines. Contrairement & TIMP-1, dont I’expression basale n’est pas
modulée, ’expression de MMP10 est inductible par des facteurs solubles dont IL-4, IL-6
et IL-13, de méme que par contact direct et spécifique avec des cellules endothéliales, en
partie via ICAM-1/LFA-1.
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exprimé a la surface des cellules lymphomateuses, était principalement responsable de
I'induction de I’expression de MMPI10, mais pas de MMP3, dans les cellules
lymphomateuses qui interagissent directement avec des cellules endothéliales; MMP10
fait donc maintenant partie du groupe des génes, tels que MMP9'*?, dont I’activité
transcriptionnelle est régulée par ICAM-1. Certaines données suggérent qu’ICAM-1
serait associée a la progression tumorale, notamment dans le cas des LNH®%; de plus,
une corrélation positive entre les niveaux sériques de la forme soluble d’ICAM-1 et

différents parameétres associés & la progression tumorale tels que la taille de la tumeur ou

14(401-403)

le stade de la maladie a été rapportée, notamment dans le cas des LN , mais aussi

(404)

dans d’autres cancers tels que celui de la vessie"™ ™. Dans ce contexte, I’observation que

I’expression de MMP10 est régulée par ICAM-1 suggére que cette MMP jouerait un role
favorable a la progression tumorale. Toutefois, plusieurs indications expérimentales
soulignent qu’lCAM-1 joue un 710le prépondérant dans la  réaction

immunitaire/inflammatoire, en participant notamment & la costimulation des lymphocytes

4 .. . , . . ., . .
TUS407 ainsi qu’aux événements d’adhésion impliqués dans la migration et

(408; 409)

I’extravasation des leukocytes . Le niveau basal d’expression d’ICAM-1 est

d’ailleurs augmenté par des cytokines pro-inflammatoires telles que IL-1 et TNFa a la

surface des cellules endothéliales™'® 4!V

(412)

ainsi que IL-6 a la surface de cellules
tumorales Par ailleurs, l’engagement d’ICAM-1 induit I’expression de génes
contribuant & la réponse immunitaire tels que veam-1 “13) dans les cellules endothéliales,

“19) et ccl3 dans les monocytes“!. 1 est donc possible, puisque

ccl5 dans les fibroblastes
I’expression de MMP10 dans les cellules lymphomateuses est régulée par ICAM-1, que
I’induction de I’expression de MMP10 serve un dessein immunitaire/inflammatoire, qui
peut inclure une réponse immunitaire anti-tumorale. Cette hypothése est d’ailleurs étayée
par 1’observation que la surexpression de MMPI10 par les cellules lymphomateuses
retarde la croissance du lymphome sous-cutané in vivo et ce, chez des souris

immunocompétentes seulement.
Dans le méme ordre d’idées, si ’on considére les cellules lymphomateuses comme un

modele de lymphocytes T, étant donné qu’elles sont des lymphocytes T transformés (bien

qu’au stade immature), I’induction de ’expression de MMP10 dans ces cellules aprés
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contact, via ICAM-1, avec des cellules endothéliales (une interaction qui a notamment
lieu au cours du processus d’extravasation des lymphocytes au site enflammé),
permettrait 1"acquisition de propriétés invasives par ces lymphocytes, tel qu’observé lors
des tests d’invasion sur Matrigel. Dans ces circonstances également, MMP10 faciliterait

donc la réponse inflammatoire/immunitaire.

De fagon similaire & ce qui a été observé dans les cellules lymphomateuses T murines,
expression de MMP10 est induite dans les cellules lymphomateuses humaines, de type
T et B, lors du contact avec des cellules endothéliales; les molécules d’adhésion
impliquées dans cette induction n’ont toutefois pas €té caractérisées et un paralléle avec le
modeéle murin n’est pas possible pour ’instant. L’expression de MMP10 dans les cellules
lymphomateuses humaines est également inductible par des cytokines aux propriétés pro-
et anti-inflammatoires, notamment IL-4, IL-6 et IL-13. Ces cytokines sont éminemment
présentes au sein des tumeurs de LNH®66 367:416) ot o ntribueraient a la physiopathologie
des LNH, principalement en favorisant la prolifération des cellules lymphomateuses!”"
0. Une telle induction de MMP10 par des facteurs solubles s’est avérée cytokine-
specifique, puisque la cytokine pro-inflammatoire IL-1, €galement exprimée dans divers
LNH®'% 42D ne module pas I’expression de MMP10 dans les cellules lymphomateuses
humaines T ou B. Ces derniers résultats, qui suggeérent que I’expression de MMP10 ne
soit souhaitable que dans certaines conditions pro- ou anti-inflammatoires, sont en accord
avec le récent concept de relation causale entre I’inflammation et la néoplasie, qui prédit
que la balance entre les cytokines/chimiokines pro- et anti-inflammatoires dicterait le
niveau d’angiogénése intratumoral et la vitesse de croissance tumorale“??. Par ailleurs,
des données récentes révélent qu'au méme titre qu’une réaction anti-inflammatoire, une
réaction inflammatoire peut favoriser la progression tumorale, notamment en fonction du
stade de progression de la maladie. Ainsi, I'infiltration de lymphocytes T CD4" favorise
le processus de carcinogénése au niveau de lésions pré-malignes de la peau®, alors que
dans un autre modéle murin de carcinome, a partir du moment ol des tumeurs sont
présentes, une inflammation locale permettant I’infiltration de lymphocytes T CD4" est
nécessaire a la restriction efficace de la croissance tumorale®?. 1 est donc possible qu’a

Pinstar du carcinome, 1’effet d’une réaction immunitaire/inflammatoire sur la progression
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du lymphome dépende du stade de la maladie; dans ces circonstances, I’induction
séquentielle de MMP10 par des cytokines tantét pro-, tant6t anti-inflammatoires pourrait

servir un seul et unique dessein, pro- ou anti-lymphomateux.

Enfin, il semble que I’expression de MMP3 dans les cellules lymphomateuses humaines
ne soit pas inductible, ni par le contact intercellulaire ni par diverses cytokines, ce qui
souligne la différence fondamentale existant entre MMP3 et MMP10 au niveau de la
régulation de leur expression. Cette disparité, qui avait déja été rapportée dans d’autres
types cellulaires (tel que décrit dans la section 1.2.10), pourrait étre attribuable 4 une
différence au niveau des mécanismes épigénétiques de régulation de I’expression des
deux genes. Une telle difficulté 4 stimuler I’expression de MMP3 dans les cellules
lymphomateuses suggére en effet une hyperméthylation au niveau de son promoteur; dans
ce cas, le traitement préalable des cellules avec la 5-aza-2’-deoxycytidine avant la
stimulation par des agents solubles ou par contact intercellulaire devrait permettre
d’augmenter I’activité transcriptionnelle du géne codant pour MMP3, tel que déja observé

dans des cellules de carcinome pancréatique®.

5.5 Hypotheses sur les mécanismes par lesquels MMP3, MMP9 et MMP10 exercent

leur réle pro- ou anti-tumoral aux différents sites de croissance
Dans la foulée des travaux de caractérisation du rdle des stromélysines dans la croissance
des LNH, une prochaine série d’expériences sera consacrée a I’élucidation des
mécanismes par lesquels MMP3 et MMP10 accélérent la croissance des LNH au site
intrathymique, ainsi que des mécanismes par lesquels MMP9 et MMP10 retardent la
croissance du lymphome sous-cutané. Certaines hypothéses s’imposent d’emblée, qui

s’appuient sur des données déja disponibles dans la littérature.

5.5.1 Accélération de la croissance du lymphome thymique par MMP3

Le mécanisme le plus plausible par lequel MMP3 accélére la croissance du lymphome au
site thymique consiste en une facilitation du processus d’angiogénése tumoral. En effet,
Pexpression de MMP3 au sein des lymphomes thymiques semble ciblée au niveau de

Pendothélium vasculaire, puisque son expression est induite dans les cellules

152



lymphomateuses  lorsqu’elles interagissent spécifiquement avec des cellules
endothéliales™®; de plus, les cellules de la lignée endothéliale murine bEnd.3
I’expriment constitutivement“?>, Cette expression ciblée au niveau de I’endothélium
thymique suggére un réle particulier de MMP3 au sein de processus tels que
I"angiogénese, qui nécessite la participation des cellules endothéliales. De plus, MMP3
peut générer des produits de clivage aux propriétés pro-angiogéniques, tels que le bFGF
qu’elle rend biodisponible en le libérant de son complexe avec le perlecan au sein de la
matrice extracellulaire®®?; des analyses par RT-PCR démontrent que I’ARNm de bFGF
est effectivement présent au sein des tumeurs lymphomateuses intrathymiques (Annexe
9). La véracité de I’hypothése d’une facilitation du processus d’angiogénése par MMP3
pourrait étre vérifiée par des analyses histologiques et/ou immunohistochimiques

permettant la comparaison de la densité de la vascularisation entre les tumeurs dérivant de

cellules lymphomateuses surexprimant ou non MMP3.

MMP3 pourrait également favoriser indirectement Pangiogénése des tumeurs
lymphomateuses, en clivant et activant proMMP9; MMP9 est effectivement exprimée au
sein des tumeurs lymphomateuses intrathymiques"> et a I’instar de MMP3, son
expression est induite dans les cellules lymphomateuses qui interagissent spécifiquement
avec des cellules endothéliales"*?. MMP9 est notamment reconnue pour sa capacité a
cliver et a relarguer la molécule pro-angiogénique VEGF®*®, Dans ce contexte, MMP3
pourrait amplifier P’activité pro-angiogénique de MMP9 dans des tumeurs
lymphomateuses intrathymiques. L utilisation de souris receveuses déficientes en MMP9
pourrait permettre de vérifier cette hypothése, au moyen d’injections intrathymiques de
cellules lymphomateuses surexprimant ou non MMP3 suivi d’une analyse de la densité de

vascularisation dans les deux types de tumeurs qui en résulteraient.

Un second mécanisme par lequel MMP3 peut accélérer la croissance de certains types de
tumeurs consiste en la facilitation du processus de prolifération des cellules tumorales. En
effet, tel que décrit dans la section 1.2.10, MMP3 peut, par son activité protéolytique,
relarguer et donc augmenter la biodisponibilité de facteurs de croissances aux propriétés

mitogénes tels que HB-EGF et IGF®* 3253 Dang cet ordre d’idées, afin de déterminer
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si. MMP3 facilite la prolifération des cellules lymphomateuses dans le
microenvironnement thymique, il est possible de procéder a des tests de prolifération in
vivo. Si les résultats indiquaient que les cellules lymphomateuses surexprimant MMP3
proliférent plus rapidement in vivo que les cellules lymphomateuses témoin, la nature du
ou des substrats de MMP3 dans ce microenvironnement pourrait ensuite étre précisée; a
la lumiére des connaissances actuelles au sujet des substrats mitogéniques de MMP3, une
telle démarche pourrait débuter par la détermination du niveau d’expression de HB-EGF
et IGF au sein des tumeurs intrathymiques, en procédant par exemple a des analyses
prélimaires par RT-PCR ou par matrices différentielles d’ADN, de méme que par
immunobuvardage de type Western. De la méme fagon, il faudrait déterminer si les
lignées de cellules lymphomateuses utilisées expriment les récepteurs de ces facteurs de
croissance; il est possible qu’elles expriment au moins IGF-R, étant donné leur statut de

lymphocyte T immature (thymocytes transformés) et que les thymocytes sains expriment
IGF-R“9),

Notons enfin que puisque MMP3 peut cliver différentes composantes de la matrice
extracellulaire, tel que démontré in vitro lors de test d’invasion sur Matrige1(425), il est
possible qu’elle facilite la prolifération des cellules lymphomateuses en libérant une
variété de cytokines et/ou facteurs de croissances autres que HB-EGF et IGF, qui seraient

également séquestrés au niveau de la matrice extracellaire.

5.5.2 Accélération de la croissance du lymphome thymique par MMP10

A Pinstar de MMP3, MMP10 pourrait accélérer la croissance du lymphome au site
thymique en facilitant le processus d’angiogénése tumoral. En effet, I’expression de
MMP10 au sein des tumeurs de lymphome thymique semble également ciblée au niveau
de Pendothélium vasculaire, puisque son expression est induite dans les cellules
lymphomateuses  lorsqu’elles interagissent spécifiquement avec des cellules

27, de plus, les cellules des lignées endothéliales murine bEnd.3 et humaine

endothéliales
HUVEC [I’expriment constitutivement?”. Les connaissances actuelles au sujet des
substrats de MMP10 ne suggérent pour I’instant qu’un réle indirect de MMP10 dans le

processus d’angiogénése, par sa capacité de clivage et d’activation de proMMP9®,
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Dans ce contexte, il faudrait maintenant déterminer si les tumeurs thymiques dérivant de
cellules lymphomateuses surexprimant MMP10 sont davantage vascularisées que celles
dérivant de cellules lymphomateuses témoins, chez des souris saines de méme que chez

des souris déficientes en MMP9.

Il est alternativement possible que MMPI10 favorise, par son activité protéolytique, la
prolifération des cellules lymphomateuses au sein du thymus. Des tests de migration
cellulaire dans du Matrigel ont en effet suggere que ’activité catalytique zinc-dépendante
de MMP10 augmentait la capacité de migration & travers la matrice extracellulaire des
transfectants qui la produisent; la chélation du zinc nécessaire a ’activité protéolytique de
MMP10, au moyen de la phénanthroline, a supprimé cet effet. La possibilité que la
phénanthroline ait plutdt inhibé la migration des cellules lymphomateuses en altérant leur
viabilité a été évaluée au moyen de comptes cellulaires en présence de bleu de Trypan; le
prétraitement de 30 minutes des transfectants avec la phénanthroline n’a pas affecté
significativement leur viabilité“?”, 11 aurait cependant été préférable de prolonger la
durée des traitements pendant une période de temps correspondant 2 celle utilisée pour les
tests de migration (soit 24h et 36h), étant donné qu’une exposition de 30 minutes a la
phénanthroline aurait pu déclencher des mécanismes apoptotiques qui bien que non-
détectables aprés seulement 30 min par le bleu de Trypan, pouvaient réduire la capacité
de migration des cellules testées au bout de 24h ou 36h en provoquant la mort cellulaire.
Tels qu’effectués, les tests de migration sur Matrigel n’ont donc pas permis de conclure
hors de tout doute que I’activité proteolytique de MMP10 était responsable de
I"augmentation de la capacité migratoire des transfectants; néanmoins, il a été démontré
par zymographie que MMPI10 produite par les transfectants était capable d’activité
protéolytique envers la caséine in virro??, ce qui suggére fortement qu’elle soit
€galement capable d’activité protéolytique lorsque les transfectants sont injectés in vivo.
Il est donc possible, bien que la nature des quelques substrats de MMP10 qui aient été
identifiés & ce jour ne permette pas d’étayer cette hypothese, que I’activité de MMP10
permette la libération de diverses molécules qui seraient complexées au sein de la matrice
extracellulaire et qui possédent des propriétés mitogéniques envers les cellules

lymphomateuses, favorisant la prolifération de ces derniéres. Des tests de prolifération in
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vivo permettraient de déterminer si I’expression de MMPI10 par les cellules

lymphomateuses favorise leur prolifération.

5.5.3 Délai de la croissance du lymphome sous-cutané par MMP10 et MMP9

Les hypothéses de mécanismes par lesquels MMP10 et MMP9 ralentissent la croissance
du lymphome sous-cutané sont variées et prennent en considération la nature des cellules
stromales qui interagissent avec les cellules lymphomateuses dans le microenvironnement
sous-cutané. D’abord, il est possible que MMP10 et/ou MMP9 y favorisent la réponse
immunitaire anti-tumorale. En effet, une réponse immunitaire classique est susceptible
d’étre induite dans la région sous-cutanée, médide par les lymphocytes T et/ou B, les
cellules NK, les macrophages ou les cellules dendritiques. Des test in vivo utilisant des
souris déficientes pour le géne rag ont d’ailleurs démontré que la présence de
lymphocytes T et/ou B matures est impliquée dans 1’effet de ralentissement de MMP10 et
MMP9 sur la croissance des tumeurs lymphomateuses sous-cutanées. Il est donc possible
que MMP10 et/ou MMP9 favorisent I’infiltration des tumeurs sous-cutanées par des
cellules du systéme immunitaire, notamment en clivant et relarguant certaines
chimiokines qui attirent les cellules immunitaires/inflammatoires vers la tumeur. A cet
égard, I’analyse histologique des différentes tumeurs sous-cutanées (Figure 2) ne permet
pas de conclure hors de tout doute & une plus grande densité de lymphocytes dans les
tumeurs dérivant de cellules lymphomateuses surexprimant MMP9 ou MMP10 que dans
les tumeurs dérivant des cellules témoin. Une méthode alternative de mesure de
I'infiltration des lymphocytes périphériques dans les tumeurs consisterait en un double
marquage immunohistochimique pour dénombrer les lymphocytes T matures exprimant a
la fois le TCR-CD3 et CD45, par exemple (car les lymphocytes périphériques infiltrant

les tumeurs se distinguent des cellules lymphomateuses T par leur stade de maturation).

Il a déja été démontré que MMP9 pouvait cliver IL-8 de fagon & augmenter son pouvoir
chimioattractant envers les lymphocytes T®%. MMP10 et/ou MMP9 pourraient
eégalement favoriser le processus migratoire nécessaire a I’infiltration tumorale par les
lymphocytes T, puisque le rdle de MMP9 dans la migration des leukocytes du

compartiment vasculaire vers les sites d’inflammation a déja été démontré“?®; par
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Figure 2. Examen histologique de tumeurs sous-cutanées au stade avancé. Des
sections de tumeurs fixées a la formalines dérivant de cellules lymphomateuses
surexprimant MMP-10 (A, B) ou de cellules lymphomateuses témoin (C, D), ou de
cellules lymphomateuses surexprimant MMP-9 (E, F) ou de cellules lymphomateuses
témoin (G, H) injectées chez des souris C57BL/6 de type sauvage (A, C, E, G) ou
déficientes en Rag (B, D, F, H) ont été colorées avec I’hématoxyline/€osine puis

visualisées sous microscope & un grossissement de 200X.
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ailleurs, les lymphocytes T infiltrant les tumeurs expriment des niveaux plus élevés de
MMP9 que les lymphocytes T périphériques de souris saines, ce qui suggére un role de

MMP?9 dans le processus d’infiltration tumoral par les lymphocytes T,

MMP10 et/ou MMP9 pourraient alternativement favoriser la réponse immunitaire anti-
tumorale en contenant eux-mémes des épitopes immunogenes. A cet égard, la présence de
cellules T de méme que d’anticorps reconnaissant spécifiquement certains peptides
immunodominants de MMP10 a déja été rapportée chez des souris présentant les
symptomes d’arthrite rheumatoide™™®; de plus, des patients atteints d’arthrite
rheumatoide développent une réaction immunitaire contre des épitopes T peptidiques
dérivant de certaines MMP™D. Ces études suggerent que les MMP peuvent, dans
certaines conditions, constituer des auto-antigénes capables d’induire une réponse
immunitaire spécifique in vivo; il a également été démontré que la production d’auto-
anticorps dirigés contre une MMP permettait d’induire une protection antitumorale, a la
fois préventive et thérapeutique, dans des modéles murins de fibrosarcome et d’hépatome

sous-cutanés**?

. Dans le modéle murin de lymphome sous-cutané, la véracité de
’hypothése selon laquelle MMP9 et MMP10 constituent des auto-antigénes favorisant
une réponse immunitaire anti-tumorale pourrait donc étre vérifiée en recherchant la
présence, dans le sérum des souris portant des tumeurs sous-cutanées dérivant de cellules
lymphomateuses surexprimant ['une ou l'autre de ces MMP, d’auto-anticorps

reconnaissant spécifiquement MMP9 ou MMP10.

Dans un autre ordre d’idées, puisque la présence de lymphocytes T et/ou B matures est
impliquée dans ’effet de ralentissement de la croissance des tumeurs lymphomateuses
sous-cutanées par MMP10 et MMP9, il est possible que ces lymphocytes, en infiltrant le
microenvironnement tumoral, fournissent des substrats 4 ces MMP qui, lorsque clivés,
générent des produits aux propriétés anti-tumorales. Ainsi, les lymphocytes T CD4"

(433)

produisent du TNFo. membranaire™ ", qui peut étre clivé par MMP9 de fagon & ce que la

forme soluble et active de TNFa soit générée*®

; incidemment, le TNFa soluble peut
induire une régression tumorale en induisant la production de MMP9 par les cellules

tumorales accompagnée d’une production intratumorale d’angiostatine®?. Par ailleurs,
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les lymphocytes peuvent sécréter du TGF sous sa forme latente; TGF beta possede des
propriétés chimio-attractantes envers les cellules du systéme immunitaire®® 7 et Ia
capacité de MMP9 a activer, par clivage protéolytique, la forme latente du TGF beta®'?
pourrait engendrer une inhibition de la croissance des tumeurs en amplifiant la réponse
immunitaire anti-tumorale*®. 11 faut mentionner toutefois qu’a P’inverse, la présence de
TGF beta sous sa forme active dans la tumeur pourrait favoriser la croissance des tumeurs
lymphomateuses sous-cutanées chez les souris immunocompétentes; d’une part, Yu et
Stamenkovic ont démontré que I’activation de MMP-9 par TGF beta favorisait
I’angiogénése tumorale et la survie d’une lignée de carcinome mammaire>®; d’autre
part, le TGF beta contribue a la prolifération et a I’activité immunosuppressive des

lymphocytes T régulateurs®‘?.

Bien que la présence de lymphocytes soit impliquée dans I’effet de ralentissement de la
croissance des tumeurs lymphomateuses sous cutanées par MMP10 et MMP9, il n’est pas
exclu que d’autres mécanismes d’action de ces MMP, indépendants du systéme
immunitaire, soient également mis & contribution. Un rdle d’inhibition du processus
d’angiogénése par ces MMP est particuliérement plausible. Ainsi, MMP9 peut cliver le
plasminogéne pour générer la molécule anti-angiogénique angiostatine®®?; a cet égard, il
a déja été démontré que la surexpression de MMP9 in vivo entrainait une augmentation de
la synthése d’angiostatine & partir du plasminogéne, accompagnée d’une inhibition de la

@D par ailleurs, [’activité

vascularisation ainsi que de la croissance tumorale
protéolytique de MMPI10 et/ou MMP9 pourrait altérer la balance des
cytokines/chimiokines pro- et anti-inflammatoires présentes au sein de la tumeur, en
faveur de conditions anti-inflammatoires qui réduiraient notamment I’infiltration et

Iactivité pro-angiogénique des macrophages?,

Enfin, selon les deux hypothéses décrites plus haut, une surexpression de MMP9 au sein
des tumeurs sous-cutanées pourrait entrainer un double effet d’induction d'une réponse
immunitaire anti-tumorale et d’inhibition d’angiogénése intra-tumorale; concrétement,
ces deux mécanismes pourraient survenir simultanément et de fagon synergique, tel que

précédemment observé dans un autre modéle murin de lymphome. En effet, il a déja été
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démontré que la combinaison d’une thérapie immunogénique et de la réduction de la
vascularisation tumorale par la production d’angiostatine constituait un moyen trés

efficace d’induire une réponse immunitaire anti-lymphome®*?,

5.6 Dualité fonctionnelle de MMP10 et MMP9 dans la croissance tumorale aux sites
thymique et sous-cutané

A premiére vue, les résultats des tests de caractérisation du réle de MMP10 (ainsi que
MMP9) sur la croissance du lymphome i1 vivo peuvent sembler contradictoires. En effet,
la croissance tumorale s’avére accélérée ou freinée selon le site d’injection des cellules
lymphomateuses surexprimant ces MMP. On trouve cependant, aprés réflexion, une
explication & cette apparente dualité dans le role de MMP9 et MMP10, qui réside dans
trois principaux éléments. Ainsi, 1) les types cellulaires qui résident ou infiltrent les deux
sites de croissance (thymique et sous-cutané) et qui interagissent avec les cellules
tumorales sont distincts, ce qui résulte en une différence au niveau de la régulation post-
transcriptionnelle de I’activité des MMP selon le site anatomique (production distincte
des différents activateurs ou inhibiteurs protéiques des MMP), ainsi qu'une différence au
niveau de la nature de la réponse immunitaire anti-tumorale qui peut étre induite (le
thymus étant un organe immunoprivilégié, la seule activité anti-tumorale qui puisse se
produire sera exercée localement par les populations cellulaires résidentes, tandis qu’une
réponse immunitaire anti-tumorale spécifique, médiée par des lymphocytes, est
susceptible d’étre élicitée au site sous-cutané); 2) la nature et la quantité des différents
substrats de MMP10 et MMP9 présents aux deux sites de croissance tumorale sont
distincts, en partie parce que les types cellulaires qui les produisent varient, mais
egalement parce que la composition de la matrice extracellulaire est elle-méme distincte.
Ainsi, puisque les MMP peuvent générer différents sous-produits de clivage ayant des
propriétés pro- ou anti-tumorales, la nature des substrats auxquels les MMP sont exposées
dicte leur influence sur la progression tumorale. Dans cette optique, il s’impose de porter
une attention particuliére & la nature des composantes cellulaires et matricielles du
microenvironnement ou une tumeur donnée croit; 3) I’effet global d’une MMP sur la
progression tumorale est multifactoriel. Ainsi, le rdle d’une MMP sur la croissance

tumorale résulte notamment de 1’équilibre entre ses activités pro- et anti-angiogéniques,
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pro-et anti-apoptotiques ainsi que pro- et anti-inflammatoires. Par extrapolation, il est
également possible qu’une MMP joue un réle global favorable a la croissance d’une
tumeur, tout en freinant sa dissémination par exemple. En effet, dans le cas du modéle
murin de LNH, MMP10 et MMP9 exercent un effet global favorable a la croissance de la
tumeur primaire (au sein du thymus) tout en freinant la croissance des tumeurs
secondaires (dans la région sous-cutanée). Il importe donc de caractériser en détail les
différentes contributions des MMP chacune des étapes de la progression tumorale, avant
de valider et de préciser une stratégie d’inhibition thérapeutique des MMP dans la lutte
contre les LNH.

5.7 Portée des résultats chez ’humain

La caractérisation de la régulation de I’expression et du réle des stromélysines dans les
LNH peut servir a des fins thérapeutiques; elle permettra éventuellement d’établir s’il
serait pertinent d’utiliser MMP3 et/ou MMP10 & titre d’outils diagnostic/pronostic des
LNH, ou encore de cibles thérapeutiques dans la lutte contre cette famille de cancers.
Naturellement, les données recueillies & ce sujet au cours de la présente thése sont
fragmentaires et doivent étre interprétées avec prudence, étant donné que 1) I'effet
d’autres interactions intercellulaires de méme que d’autres cytokines et facteurs de
croissance doit encore étre déterminé sur la régulation de 1’expression des stromélysines,
dans les cellules lymphomateuses mais également dans les cellules stromales qui leur sont
associées dans les différents LNH; & cet égard, il faut tenir compte du fait que 2) les
différents cancers classifiés parmi la famille des LNH sont hétérogénes et n’ont pas 6té
étudiés individuellement; 3) de la méme fagon que le rdle des stromélysines sur la
croissance du lymphome a été caractérisé in vivo, leur role global au sein du processus de
dissémination du lymphome in vivo devra étre déterminé, afin de posséder une vision
élargie du role des MMP3 et -10 sur la progression des LNH. A cet égard, il est évident
que 4) ces travaux ont été ou seront effectués dans un modéle murin qui, bien qu’étant
parfaitement adapté & la caractérisation du réle global d’une MMP sur un paramétre
donné de la progression tumorale, ne permet pas d’évaluer simultanément son réle dans
d’autres processus physiologiques, qui pourrait étre a I’origine d’effets secondaires

indésirables associés & une stratégie thérapeutique ciblant cette MMP.
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Bien qu’il existe, dans certains types de cancer, une corrélation positive entre le niveau
d’expression des stromélysines et le potentiel tumorigénique®®? 389 ¢ malgré le fait que
leur ARNm soit présent dans plusieurs LNH humains testés (Annexe 10), il serait
prématuré de proposer de quantifier les niveaux d’expression de MMP3 et MMP10 a titre
d’outils de diagnostic/pronostic pour les LNH humains. En effet, nos collaborateurs ont
rapporté ’absence d’expression de ces stromélysines dans d’autres tumeurs de ILNH
humains® 361, par ailleurs, leur expression par les cellules lymphomateuses, qui n’est
mesurable que dans certaines conditions, s’est avérée transitoire. Pour éclaircir cette
question, il faudrait déterminer s’il existe ou non une corrélation entre le niveau
d’expression intratumoral ou encore sérique de MMP3 et MMP10 et le stade de
progression de la maladie chez des patients atteints de différents LNH. Selon un scénario
plus plausible toutefois, le niveau de méthylation d’éléments spécifiques du promoteur
des stromélysines dans les cellules lymphomateuses pourrait constituer un outil précieux
de diagnostic et/ou pronostic des LNH; en effet puisque I’expression de MMP3 et
MMP10 dans les cellules lymphomateuses n’est observable qu’a la suite de certains types
de stimulation, il est possible que certains éléments de leur promoteur, ol convergent
notamment les signaux intracellulaires induits par les agents incapables de stimuler
Iexpression de ces stromélysines (tel que I’IL-1), soient hyperméthylés. Afin de valider
Putilisation de tels marqueurs épigénétiques a titre d’outils de diagnostic/pronostic, il
faudrait au préalable déterminer s’il existe une corrélation entre les niveaux de
méthylation d’éléments du promoteur des stromélysines et certains paramétres cliniques

tel que le stade de progression de la maladie.

Dans un autre ordre d’idées, il semble que MMP9 et MMP10 ne constitueraient pas de
bonnes cibles d’inhibition thérapeutique dans certains LNH; en effet, bien qu’elles
accélérent la croissance du lymphome dans un modéle d’injection orthotopique au niveau
d’un organe immunoprivilégié, ces MMP freinent plutdt la croissance du lymphome sous-
cutané dans un microenvironnement immunocompétent. Etant donné la redondance
fonctionnelle entre MMP3 et MMP10, il est a prévoir qu’a ’instar de¢ MMP10, MMP3
freine la croissance du lymphome sous-cutan; incidemment, MMP3 exerce un effet

similaire & celui de MMP10 sur la croissance du lymphome intrathymique. Toutes ces



MMP qui peuvent freiner la croissance tumorale exercent donc, dans certaines
circonstances, un réle anti-tumoral. Ce concept d’un réle anti-tumoral des MMP va &
’encontre du dogme selon lequel les MMP constitueraient, tout enzyme confondu, des
agents pro-tumoraux et des cibles de choix & inhiber dans le cadre de thérapies anti-
cancéreuses. En effet, chez certains patients atteints de LNH, notamment ceux qui
présentent une ou plusieurs tumeurs en des endroits susceplibles d’étre le site de réactions
immunitaires/inflammatoires (ce qui est vraisemblablement le cas de la majorité des
patients atteints de LNH), des enzymes qui exercent un tel rle anti-tumoral ne devraient

pas faire partie des cibles d’une inhibition thérapeutique.

Le manque notoire d’efficacité, doublé d’importants effets secondaires, associé aux
inhibiteurs a large spectre de MMP testés en clinique suggére également qu’il n’est pas
appropri¢ d’inhiber I’activité de toutes les MMP lors du traitement des différents cancers.
Ces méme inhibiteurs s’étaient pourtant avérés efficaces pour freiner la progression
tumorale dans divers modéles murins de cancer lors des essais pré-cliniques; différentes
raisons, qui dépassent largement les variations attribuables a la différence inter-espéces,
expliquent la disparité observable entre les résultats cliniques et pré-cliniques. D’abord,
plusieurs modeéles expérimentaux de cancers, o un role pro-tumoral de certaines MMP a
€té observé, impliquaient 1’utilisation de souris immunodéficientes; I’absence de réponse
immunitaire a sans aucun doute des répercussions importantes sur la progression tumorale
dans ces modeéles, ce qui fausse ’analyse du role des MMP dans ces conditions. Les
présents résultats démontrent en effet que MMP9 et MMP10 perdent, en grande partie ou
en totalité, leur capacité a freiner la croissance du lymphome sous-cutané lorsque les
expériences sont effectuées chez des souris immunodéficientes. Par ailleurs, on sait
aujourd’hui que les MMP peuvent moduler certains éléments de la réponse immunitaire;
Ieffet de I'inhibition des MMP sur la réponse immunitaire n’est donc pas évalué chez des
animaux immunodéficients. Ensuite, alors qu’au cours des test pré-cliniques dans les
modeles animaux, les inhibiteurs étaient généralement administrés dés les phases
précoces de la tumorigénése et de fagon soutenue pendant la progression tumorale, des
doses maximales des composés ont été administrées a des patients au stade avancé du

cancer lors des études cliniques. Nous savons aujourd’hui que les MMP jouent un réle
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important a diverses étapes de la progression tumorale; dans le modéle de lymphome
thymique notamment, MMP3 et MMP10 favorisent la croissance de la tumeur primaire.
A cet égard, les bénéfices de I’inhibition thérapeutique des MMP au stade avancé de la
maladie seulement, tel que pratiqué dans le cadre des études cliniques chez 1’humain, ne
peuvent étre que partiels. Enfin, la plupart des composés testés en clinique sont des
inhibiteurs & large spectre des MMP, ce qui entraine I’inhibition non-spécifique de
certaines MMP; nos résultats qui démontrent que certaines MMP peuvent jouer un role
bénéfique en freinant la progression tumorale expliquent, en partie, le manque d’efficacité

des agents a large spectre lors des études cliniques.

Pour leur part, les raisons des importants effets secondaires associés & 1’inhibition
thérapeutique des MMP sont multiples. Ainsi, un certain nombre d’agents synthétiques
testés inhibent non seulement les MMP mais également, un autre groupe de protéases
appelées sheddases, qui appartient 4 la famille des adamalysines, ce qui contribuerait a
Iatteinte musculo-squelettique; en effet, des patients qui ont été traités avec le composé
BMS-275291, qui présente une faible activité envers les sheddases, n’ont pas ressenti les
effets secondaires musculo-squelettiques habituels*®. Par ailleurs, en dehors de leur réle
dans certains processus pathologiques tels que le cancer, les MMP participent a
d’importantes fonctions physiologiques et leur inhibition, en nuisant au maintien de ces
fonctions, est susceptible d’engendrer des effets secondaires, tel qu’observé lors des

études cliniques®*®.

Dans le but de pallier le manque d’information qui a contribué au développement hatif et
infructueux de stratégies thérapeutiques anti-cancéreuses d’inhibition des MMP,
différentes pistes de travail ont été proposées®¥. Ainsi, il faudra déterminer les patrons
d’expression temporo-spatiaux et tissus-spécifiques des MMP, de méme que les rdles pro-
et anti-tumoraux de chacune des MMP, afin de déterminer laquelle peut étre ciblée a un
stade donné d’un cancer précis. Les travaux de caractérisation de la régulation de
I’expression et du rdle des stromélysines dans les LNH effectués au cours de la présente
thése s’inscrivent dans cet effort de caractérisation. Il faudra également développer des

modeles murins de cancer qui miment plus efficacement les néoplasmes humains
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correspondants“*®)

. auxquels devront étre appliqués des protocoles thérapeutiques
conformes a ceux pratiqués chez les patients dans le cadre des essais cliniques. Lorsqu’il
aura été démontré qu’une MMP donnée joue un rdle favorable a la progression d’un type
de cancer précis 4 un stade donnée de la maladie, I’utilisation thérapeutique d’inhibiteurs
pourra étre validée; ces composés devront toutefois rencontrer certains critéres. Il faudra
notamment développer des inhibiteurs d¢ MMP n’ayant pas d’effet sur les sheddases. De
plus, ces inhibiteurs devront étre sélectifs envers une ou quelques MMP dont le réle dans
la progression du cancer étudié a été confirmé, ce qui permettra de limiter les effets
secondaires associés aux inhibiteurs a large spectre. A cet égard, il a déja été démontré a
l'aide d'un modéle murin de lymphome T que l'augmentation de la sélectivité envers
MMP9 des inhibiteurs synthétiques est corrélée positivement avec leur efficacité anti-
métastatique®®®, Enfin, il faudra tester les différents inhibiteurs a la fois chez des patients
atteints de cancer aux stades précoce et avanceé, ainsi que seuls ou en combinaison avec

d’autres drogues, afin de les administrer au moment opportun et d’optimiser leur effet.

Les résultats présentés dans cette thése suggérent plutét que favoriser I’expression ou
Iactivité de certaines MMP pourrait permetire de contrer efficacement la croissance de
certaines tumeurs; dans ce cas également, il faudra s’inspirer des legons tirées des tests
d’mhibiteurs & large spectre en clinique pour développer des stratégies les plus sélectives
et ponctuelles possibles. Tout ce travail concerté permettra ultimement de développer des

outils supplémentaires permettant de lutter plus efficacement contre les différents cancer.

5.8 Conclusion

Il est maintenant établi que I’expression des stromélysines MMP3 et MMP10 est sournise
a une fine régulation au sein des tumeurs de LNH. En effet, bien que ces MMP puissent
étre constitutivement exprimées par certains types cellulaires dont les cellules
endothéliales, leur expression basale est nulle dans les cellules lymphomateuses et n’est
inductible que dans certaines conditions d’activation cellulaire, engendrées par certains
facteurs solubles ou encore par le contact direct et spécifique avec des cellules
endothéliales. Ces mécanismes de régulation permettent non seulement de controler le

niveau d’expression des stromélysines au sein des tumeurs mais également, de déterminer
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la localisation intra- et péri-tumorale des stromélysines et par le fait méme, de favoriser
une activité pro- ou anti-tumorale; en effet, il a été démontré que le role de MMP10 sur la
progresion tumorale varie en fonction du microenvironnement ot croissent les tumeurs
lymphomateuses. Le travail de caractérisation de ’expression et du rdle des stromélysines
dans les LNH amorcé au cours de la présente thése devra étre poursuivi et complété afin
de pouvoir établir dans quelles circonstances il serait approprié d’inhiber 1’expression
et/ou I’activité de ces MMP, ou au contraire de les favoriser, dans un effort de lutte contre
les LNH.
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Annexe 1. La pureté des populations de cellules lymphomateuses et endothéliales
récupérées aprés coculture est élevée. La pureté des populations de cellules
lymphomateuses et endothéliales séparées a la suite d’une coculture de 12h a été analysée
par cytométrie en flux, en utilisant un anticorps reconnaissant spécifiquement Thyl.1
(CD90), un marqueur des cellules de la lignée T (dont font partie les lignées de
lymphome thymique 267 et 164T2). L’anti-Thyl.1 était couplé au fluorochrome FITC,
dont I’émission est détectée en FL1. Moins de 1% des cellules lymphomateuses 267
isolées aprés coculture n’exprimaient pas Thyl.l (suggérant une quasi-absence de
cellules endothéliales dans la préparation); de la méme fagon, moins de 1% des cellules
endothéliales bEnd.3 isolées aprés coculture exprimaient Thyl.1, ce qui suggére que la
préparation de cellules endothéliales était pratiquement dénuée de cellules

lymphomateuses. Les résultats sont représentatifs de deux expériences indépendantes.
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Annexe 2. L’expression de MMP3 n’est pas induite chez les cellules lymphomateuses
apreés interaction a distance avec les cellules endothéliales. L’expression de MMP3
dans les cellules lymphomateuses 164T2 aprés coculture en Transwell avec les cellules
endothéliales bEnd.3 a été analysée par RT-PCR. Dans ces conditions, les deux types
cellulaires sont séparés par un filtre poreux ne permettant que I’échange de molécules
solubles. Contrairement au contact direct, ce contact indirect n’a pas été suffisant pour
I'induction de I’expression de MMP3 dans les cellules lymphomateuses aprés interaction
avec des cellules endothéliales. M: échelle de masse moléculaire d’ADN (100 pb). Les

résultats sont représentatifs de deux expériences indépendantes.
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Annexe 3. L’expression de MMP3 chez les cellules endothéliales et les fibroblastes
n’est pas modulée par le contact avec les cellules lymphomateuses. L’effet du contact
direct avec les cellules lymphomateuses 164T2 sur I’expression de MMP3 par les cellules
endothéliales bEnd.3 et les cellules fibroblastiques Hi-7 a été analysé par RT-PCR, au
moyen de cocultures d’une durée de 12h. M: échelle de masse moléculaire d’ADN (100

pb). Les résultats sont représentatifs d’au moins deux expériences indépendantes.
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Annexe 4. ICAM-1 et LFA-1 ne sont pas impliqués dans I’induction de Pexpression
de MMP3 chez les cellules de lymphome aprés contact avec des cellules
- endothéliales. Le role des molécules d’adhésion ICAM-1 et LFA-1 dans I’induction de
’expression de MMP10 dans les cellules lymphomateuses aprés contact avec les cellules
endothéliales a été analysé par RT-PCR. Dans certains cas, les cellules lymphomateuses
164T2 ont été pré-incubées pendant 30 min avec un anticorps neutralisant dirigé contre
LFA-1, ou les cellules endothéliales bEnd.3 ont été pré-incubées avec un anticorps
neutralisant dirigé contre ICAM-1, avant que les deux types cellules soient cocultivés
pendant 12h. M: échelle de masse moléculaire d’ADN (100 pb). Les résultats sont

représentatifs de deux expériences indépendantes.
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Annexe 5. L’expression de MMP10, mais pas MMP3, est induite chez les cellules
lymphomateuses humaines aprés contact avec des cellules endothéliales. Le role du
contact direct (pendant 12h) avec des cellules endothéliales (HUVEQC) sur I’expression de
MMP10 et MMP3 par des lignées de lymphome B (Raji) et T (Jurkat) humaines a été
analysé€ par RT-PCR. M: échelle de masse moléculaire d’ADN (100 pb). Les cellules de
fibrosarcome humaines HT1080, qui expriment MMP3 et MMP10 constitutivement, ont
eté utilisées comme témoin positif. Les résultats sont représentatifs d’au moins deux

expériences indépendantes.
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Annexe 6. MMP10 accélére Ia croissance de tumeurs lymphoides dans la région
thymique. La courbe de survie des souris ayant recu une injection par voie
intrathymique de cellules lymphomateuses surexprimant MMP10 (267-MMP10, clone
A2) est différente (p=0.0401) de celle des souris ayant recu une injection de cellules
lymphomateuses témoin (267-vecteur, clone 6D). Le temps moyen de survie des souris
ayant regu une injection du clone A2 (36 jours) est plus plus court que celui des souris
ayant regu une injection de cellules témoin (53 jours). Les résultats sont représentatifs de

deux expériences indépendantes avec ces clones.
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Annexe 7. L’expression de ICAM-1 a la surface de cellules stromales n’est pas
suffisante pour induire I’expression de MMP10 chez les cellules lymphomateuses en
coculture. Bien que ’expression de MMP10 dans les cellules lymphomateuses (164T2)
soit induite par contact avec des cellules endothéliales (bEnd.3) via ICAM-1, elle n’est
pas induite par contact avec des fibroblastes transfectés avec ICAM-1 (HI-7-ICAM-1).
M: échelle de masse moléculaire d’ADN (100 pb). Les résultats sont représentatifs de

deux expériences indépendantes.
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Annexe 8. L’expression de MMP10 n’est pas induite chez les cellules
lymphomateuses aprés interaction a distance avec les cellules endothéliales.
L’expression de MMPI10 dans les cellules lymphomateuses 267 aprés coculture en
Transwell avec les cellules endothéliales bEnd.3 a été analysée par RT-PCR. Dans ces
conditions, les deux types cellulaires sont séparés par un filtre poreux ne permettant que
I’échange de molécules solubles. Contrairement au contact direct, ce contact indirect n’a
pas ¢€té suffisant pour I'induction de 1’expression de MMP10 dans les cellules
lymphomateuses aprés interaction avec des cellules endothéliales. M: échelle de masse
moléculaire d’ADN (100 pb). Les résultats sont représentatifs de deux expériences

indépendantes.
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Annexe 9. Evaluation du niveau d’angiogénése au sein des tumeurs i.t. Les niveaux
des marqueurs des cellules endothéliales bFGF-R et E-sélectine ont été analysés par RT-
PCR et sont plus fortement exprimés au sein des tumeurs i.t. dérivant de cellules
lymphomateuses surexprimant MMP3 que celles dérivant des cellules témoin. M: échelle
de masse moléculaire d’ADN (100 pb). L’ARN des cellules endothéliales bEnd.3 a été
utilisé comme témoin positif. Les résultats sont représentatifs de deux expériences

indépendantes.
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Annexe 10. Analyse de I’expression des stromélysines chez différentes tumeurs de

LNH. Les différents numéros correspondent a des échantillons tumoraux prélevés dans
des patients atteints de LNH variés. La présence des ARN de A) MMP10 et B) MMP3 a
eté déterminée par RT-PCR. M= échelle de masse moléculaire d’ADN (100 bp). MMP3

et MMP10 sont exprimées dans une fraction des différentes tumeurs analysées seulement.
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Annexe 11.

Emerging features in the regulation of MMP9 gene expression for the development
of novel molecular targets and therapeutic strategies.

Yves St-PieiTe, Céline Van Themsche and Pierre-Olivier Estéve

Current Drug Targets-Injlammation and Allergy 2003 2:206-215.
DOI: 10.2174/1568010033484133

Article de revue auquel j'ai contribué a titre de co-auteure.

Cet article a du étre retiré en raison de restrictions liées au droit d’auteur.
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Annexe 12,

Matrix metalloproteinases in inflammation of the Jung.

Yves St-Pierre and Céline Van Themsche

Proteases in Tissue Remodeling of Lung and Heart, Edited by
Lendeckel and Hooper, Kluwer Academie/Plenum Publishers, New York, 2003

Chapitre de livre auquel j'ai contribué a titre de co-auteure

Ce chapitre a dii étre retiré en raison de restrictions liées au droit d’auteur.
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Annexe 13.  Origine et description des lignées lymphomateuses 164T2 et 267.

Les lignées de cellules lymphomateuses 164T2 et 267 utilisées dans le cadre du présent
travail ont €t€ obtenues in vitro A partir de lymphomes thymiques radio-induits chez des
souris C57BL/6, selon la procédure décrite par Lieberman et ses collaborateurs ¢,
Briévement, les lymphomes thymiques ex vivo étaient homogénéisés dans du PBS; les
cellules récoltées étaient lavées avant d’étre resuspendues dans du milieu de culture frais
puis ensemencées dans des pétris. Les cultures étaient maintenues pendant plusieurs
semaines, de fagon & sélectionner les cellules transformées. Des lignées cellulaires

clonales ont finalement été obtenues par dilution limite.

Le caractére tumorigénique de chacune des lignées de cellules lymphomateuses obtenues
¢tait démontré au moyen d’injections par voie intrathymique ou intraveineuse, qui
engendrent chez les animaux receveurs (syngéniques C57BL/6) des lymphomes
thymiques ou des tumeurs secondaires disséminées, respectivement. Ainsi, les 267
inoculées dans le thymus de souris hote génerent un lymphome thymique aprés une
période de latence variant de 3 4 5 semaines 159 tandis que les 164T2 injectées par voie
intraveineuse produisent en 6 4 8 semaines des tumeurs lymphoides dans les reins, le foie

et la rate des souris hotes @9,

L’expression de certaines molécules a la surface des lignées cellulaires 164T2 et 267 a été
caractérisée par cytométrie en flux: le fait qu’elles expriment CD3 et le TCRap confirme
qu’il s’agit de lymphomes T, tandis que l'absence d’expression de CD4 et CD$ (bien
qu’une expression faible et peu reproductible de CD8 ait été parfois observée chez les
267) souligne le stade immature des thymocytes au moment de leur transformation, a

. . . s . I . 40; 55
I'image des autres lignées de lymphome radio-induit générées précédemment “% Y,

Enfin, les lignées 164T2 et 267 expriment LFA-1, ICAM-1 et ICAM-2 et L-sélectine

constitutivement.
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