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RESUME GENERAL

Les gliomes représentent la majorité des cancers du cerveau et envahissent les tissus
environnant grice a la sécrétion d’enzymes digérant la matrice extracellulaire, comme les
métalloprotéinases de la matrice ou MMPs. Une de ces MMPs, MMP-9, semble
essentielle au développement du gliome, mais la régulation de son expression chez le
gliome demeure inconnue. Dans cette thése, nous avons déterminé que I’expression de
MMP-9 peut étre induite par les cytokines pro-inflammatoires IL-1 et TNF-o. chez des
cellules cancéreuses gliale humaines et de rat. De plus, cette induction de I’expression de
MMP-9 est réprimée par une cytokine immuno-suppressive, TGF-8, suggérant une
régulation stricte de I’expression de cette MMP par les cytokines chez le gliome.

Dans un deuxiéme temps, nous avons démontré que I’induction de 1’expression de MMP-
9 par les cytokines IL-1 et TNF-o est dépendante d’un isoforme PKC atypique, PKC-C.
Cet isoforme est activé par IL-1 et TNF-a, ce qui conduit a I’activation du facteur de
transcription NF-kB, nécessaire a I’induction de 1’expression de MMP-9 chez le gliome.
Troisiémement, nous avons défini que I’expression de MMP-9 peut étre inhibée par
’activation d’une kinase capable de phosphoryler les lipides inositol, I'IP 3-kinase. De
plus, la répression de 1’induction de MMP-9 par I’IP 3-kinase est indépendante de
I’activation de NF-kB, ce qui suggére un nouveau mécanisme de régulation de
I’expression de MMP-9.

Finalement, nous avons démontré que la surexpression de I’isoforme PKC-{ induit
I’inhibition de I’expression de TIMP-1 et TIMP-3 chez le gliome. Cette inhibition,
réversée par un inhibiteur de I’activité méthyltransférase, suggére une hyperméthylation
des promoteurs de TIMP-1 et TIMP-3. Cette hyperméthylation provient de
I’augmentation de I’activité méthyltransférase induite par la surexpression de PKC-{. Cet
isoforme pourrait affecter I’activité méthyltransférase en phosphorylant directement la
méthyltransférase DNMT1. Ainsi, I’isoforme PKC-{ peut contribuer & 1’invasion du
gliome, non seulement en induisant I’expression de MMP-9, mais aussi en inhibant
I’expression de TIMP-1 et TIMP-3, les deux inhibiteurs préférentiels de 1’activit¢ MMP-
9.
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1. LES GLIOMES

1.1 Caractéristiques générales

Les gliomes représentent la majorité des cancers du cerveau et affectent les cellules
d'origine gliale, principalement les astrocytes. Leur fréquence est en constante
augmentation et les thérapies actuelles demeurent inefficaces. Aussi, aprés diagnostic par
tomographie axiale, la durée de vie des patients n'excéde pas 12 mois, en raison du stade
déja avancé de la maladie. Les symptdmes commencent généralement par des maux de
téte, suivis de pertes progressives des fonctions motrices aboutissant & la paralysie et le
décés du patient.

Au niveau morphologique, ce sont des tumeurs solides, localement invasives, qui
développent rarement des métastases en dehors du cerveau. De plus, ces cancers sont
hautement angiogéniques. Cette capacité de former de nouveaux vaisseaux sanguins
favorise la croissance de la tumeur. Le développement du gliome s'accompagne
également de processus démyélinisants, d'astrogliose (hyperactivation des cellules
gliales), d'apoptose neuronale, de nécrose des tissus et d'inflammation. Cette derniére est
due a l'infiltration des leucocytes dans le cerveau généralement associée a la dégradation

de la barriére hémato-encéphalique (BHE), ainsi qu'a l'activation des astrocytes.

1.2 Les stades d'évolution
Les gliomes ont la capacité d'évoluer vers un phénotype de plus en plus malin, jusqu'a
l'apparition de leur forme la plus agressive : le glioblastome. Différents stades d'évolution
du gliome sont actuellement connus et classés selon leurs profils moléculaires
pathogénétiques impliquant la perte de génes suppresseurs de tumeur ainsi que
l'activation d'oncogénes (Fig.1; classification selon 1’Organisation Mondiale de la Santé :
OMS). Au moins deux voies moléculaires ont été proposées pour les glioblastomes
(Louis et Gusella., 1995):

- les glioblastomes secondaires progressant d’un stade précoce a avancé (I1a1V)

- les glioblastomes primaires correspondant a un développement de novo du

gliome.



Ces deux types de glioblastomes, qui sont pathologiquement indistincts, présentent une
perte de la protéine tyrosine phosphatase PTEN/MMACI1 ("phosphatase tensin
homologue/mutated in multiple advanced cancers-1"), due a des délétions présentes au
niveau du bras q du chromosome 10 (Li et al., 1997, Steck et al., 1997). PTEN/MMACI
est considéré comme un géne suppresseur de tumeur car il inhibe la voie de signalisation
IP3-kinase ("Inositol phosphate-3' kinase") et PKB/Akt ("Protein Kinase B"), deux
molécules impliquées dans la survie du gliome (Davies et al., 1998). Les glioblastomes
secondaires se caractérisent également par la perte d'autres anti-oncogénes, tels que p53,
Rb (protéine du rétinoblastome) et p16 (un inhibiteur des cyclines, protéines du cycle
cellulaire). Ces trois génes contrdlent la régulation du cycle cellulaire (Sidransky ef al.,
1992; Mercer et al., 1990; Venter et Thomas, 1991; Arap et al., 1995; Jen et al., 1994). A
ces pertes d'anti-oncogénes s'associe souvent l'amplification de certains loci génétiques
au niveau des chromosomes 7, contenant le géne codant pour le récepteur de I'EGF
("Epidermal Growth Factor"), ainsi qu'au niveau du chromosome 12q, contenant les
génes codant pour des protéines nécessaires au cycle cellulaire comme CDK4 ("Cyclin
Dependent Kinase 4"), MDM2 ("murine double minute-2") et une protéine-G "ras-like":
Raplb (Libermann et al., 1985; Reifenberger et al., 1994; Gutmann et al., 1997). Les
surexpressions de récepteurs de facteurs de croissance comme EGF, ou PDGF ("Platelet-
derived Growth Factor") pour les glioblastomes primaires, concourent a l'augmentation
de l'activation de p21-ras, une protéine-G importante pour la prolifération du gliome
(Guha et al., 1997). De ces aberrations génétiques résulte un déréglement des signaux de
transduction de la cellule conduisant & la prolifération et la différenciation des cellules

tumorales, nécessaires au développement néoplasique (Aaronson, 1991).

1.3 Gliomes et facteurs de croissance

En plus de ces déréglements intracellulaires, le gliome peut induire I'expression de
facteurs de croissance, tels que le bFGF ("basic Fibroblast Growth Factor") et I'IGF
("Insulin Growth Factor"), impliqués dans le contrdle de la prolifération et de la
différenciation des cellules d'origine gliale (Ferrara et al., 1988; Shemer et al., 1987). En
outre, la sécrétion du facteur VEGF ("Vascular Endothelial Growth Factor") et du bFGF
par les gliomes (Plate et al., 1994; Lichtor et al., 1990), facilite le développement des



processus angiogéniques en favorisant la prolifération des cellules endothéliales (Plate et
al., 1992). De plus, le PDGF semble étre un facteur important dans le développement du
gliome, car il est impliqué dans la transformation des cellules gliales en gliomes.
Le facteur de croissance dérivé des plaquettes ou PDGF

La famille du PDGF est constituée d’homo- et d’hétéro-diméres cationiques, composés
par une chaine A et B polypeptidique, li€s entre elles par un pont disulfure. Il existe donc
trois isoformes de PDGF : PDGF-AA, PDGF-AB et PDGF-BB. Huit résidus cystéine
sont conservés dans les deux chaines, et forment, chez PDGF-BB, une structure en nceud
ou "cystein knot". Cette structure est également commune au "Transforming Growth
Factor-B" TGF-f et au "Nerve Growth Factor" NGF (Murray-Rust et al., 1993). Les
chaines A et B sont synthétisées sous forme de précurseurs, nécessitant un clivage
protéolytique dans la région N-terminale pour constituer la forme mature native de 30
kDa (Ostman et al., 1991). Les isoformes PDGF exercent leur effet via leur récepteurs o
et B. Chacun des récepteurs posséde cinq domaines extracellulaires homologues aux
immunoglobulines, et une partie intracellulaire comprenant un domaine tyrosine kinase
(Claesson-Welsh et al., 1989; Matsui et al., 1989; Yarden et al., 1986). Les isoformes
PDGF étant des diméres, ils peuvent se lier simultanément a deux récepteurs et ainsi,
induire une dimérisation des récepteurs (Bishayee et al., 1989; Heldin et al., 1989; Seifert
et al., 1989). Le récepteur a lie les chaines A et B du PDGF 2 haute affinité, tandis que le
récepteur B ne lie que la chaine B a haute affinité. Ainsi, PDGF-AA induit des récepteurs
homo-diméres aa, PDGF-AB des récepteurs homo-diméres oo et hétéro-dimeéres af, et
PDGF-BB les trois combinaisons dimériques o et p (Kanakaraj et al., 1991; Hammacher
et al., 1989; Seifert et al., 1989). Les 3 récepteurs dimériques peuvent induire des signaux
de transduction qui se recoupent, mais qui ne sont pas forcément identiques. Par exemple,
bien que la liaison du PDGF aux récepteurs a. et § peut induire ’activation de la molécule
IP-3 kinase (phosphatidylinositol-3 kinase), ainsi que celle des membres de la famille de
I’oncogéne src a fonction tyrosine kinase (Heldin et al., 1998; Erpel et Courtneidge,
1995), son effet sur la réorganisation de I’actine et le chimiotactisme peut différer selon
le type de récepteur engagé (Eriksson et al., 1992; Siebahn et al., 1990).

Au niveau du cancer, le PDGF est le produit de I’oncogéne sis, qui peut causer la

transformation des cellules en culture, a I’aide d’un mécanisme autocrine (Beckmann et



al., 1988; Leal et al., 1985). Ainsi, des mutants dominant-négatifs du PDGF, réversent le
phénotype transformé des cellules d’astrocytomes humains (Shamah et al., 1993). De
plus, I’injection intramusculaire ou intracérébrale du rétrovirus SSV ("simian sarcoma
virus"), produisant v-sis, qui est identique a la chaine B du PDGF (Robbins et al., 1983),
induit, respectivement, des fibrosarcomes et des gliomes chez la marmotte (Deinhardt,
1980). PDGF est également un puissant mitogéne chez les gliomes in vitro (Strawn et al.,
1994). In vivo, I’expression des chaines A et B, ainsi que celle du récepteur o du PDGF,
augmentent de facon significative chez les glioblastomes vs les gliomes de stades moins
avancés (Hermanson et al., 1992). Cette observation suggére que PDGF joue un rle dans
la progression du gliome.

Le gliome peut donc ainsi contrdler son environnement par les facteurs de croissance.
Mais il le peut également par la sécrétion de différentes cytokines a fonction

pléiotropique.

1.4 Gliomes et cytokines
Les gliomes peuvent sécréter deux types de cytokines :
- des cytokines pro-inflammatoires : I'Interleukine-1 (IL-1) et le facteur de
nécrose des tumeurs-o (TNF-o)
- des cytokines immunosuppressives : notamment le TGF-p ("Transforming
Growth Factor -g").
Ces cytokines sont généralement produites par les cellules du systéme immunitaire, dont

notamment les macrophages lors de processus inflammatoires.

1.4.1 Les cytokines pro-inflammatoires

a) L'Interleukine-1 : IL-1
L'Interleukine-1o. (IL-1a) et I'Interleukine-1B (IL-1B) sont synthétisées sous forme d'un
précurseur de 31 kDa (Beuscher et al., 1990). Tandis que I'IL-1a représente l'isoforme
associée a la membrane cellulaire, I'lL-1p est la forme relarguée par la cellule (Kurt-Jones
et al., 1985). Ces pro-formes nécessitent un clivage par des protéases, conduisant a
l'apparition de protéines actives de 17.3 kDa (Black et al., 1989). La protéase

principalement responsable du clivage de I'IL-1p est une cystéine protéase appelée ICE



(IL-1B-converting enzyme) ou caspase-1 (Kuida et al.,, 1995). En effet, les souris
déficientes pour le géne caspase-1 se sont avérées incapables de produire de I'IL-1p (Li et
al., 1995). Cependant, il existe d'autres voies d'activation de I'lL-1B, indépendantes de la
caspase-1 et impliquant notamment les métalloprotéinases de la matrice ou MMPs
(Schonbeck et al., 1998). Les deux types de récepteurs I et II de I'lL-1 peuvent lier les
deux isoformes, mais avec différentes affinités: le récepteur I se lie préférentiellement a
I'IL-1a et le récepteur II & I'IL-1B (Bomsztyk et al., 1989). Seul le récepteur I est connu
pour transmettre des signaux intracellulaires. Le récepteur II posséde un segment
intracellulaire de 29 acides aminés et pourrait agir comme un régulateur négatif de I'L-1
(Chizzonite et al., 1989). En effet, des formes solubles du récepteur II ont été décrites
comme étant des inhibiteurs circulants de I'lL-1p (Symons et al., 1991).
L'expression de I'IL-1 a été démontrée dans les gliomes in vivo par RT-PCR et
immunohistochimie (Merlo et al., 1993; Gauthier ef al., 1993). Elle peut étre induite in
vitro chez des lignées cellulaires de gliomes suite a leur stimulation par le phorbol 12-
myristate 13-acétate (PMA) ou du lipopolysaccharide (LPS) (Lee et al., 1989; Velasco et
al., 1991). De plus, les ARN messagers des deux récepteurs de I'IL-1 ont été détectés par
RT-PCR dans la plupart des lignées de glioblastomes, suggérant une régulation autocrine
potentielle par I'IL-1 (Tada et al., 1994). Conformément aux études utilisant des cultures
d'astrocytes primaires, I'IL-1 peut stimuler la prolifération des gliomes in vitro (Kasahara
et al., 1990; Lachman et al., 1987).
La production de I'IL-1 par les tumeurs d'origine gliale pourrait jouer un rdle essentiel
dans l'initiation d'une cascade d'événements similaires & ceux observés au cours des
processus inflammatoires. En effet, 'lL-1 augmente 'expression de cytokines telles que
le TNF-a et I'lL-6, de chimioattractants (IL-8) et de molécules d'adhésion (ICAM-1 :
"Intercellular cell adhesion molecule-1") au niveau des cellules tumorales et des cellules
vasculaires, promouvant ainsi le chimiotactisme et I'extravasation des lymphocytes et des
macrophages (Bethea et al., 1992; Frei et al., 1989; Kasahara et al., 1991; Frohman et al.,
1989; Dustin et al., 1986).

b) Le facteur de nécrose des tumeurs-o. : TNF-a
TNF-a est une protéine de 17 kDa, pouvant former des dimeres et des triméres. Cette

forme de 17 kDa provient du clivage protéolytique de son précurseur de 233 acides



aminés qui est associé a la membrane cellulaire. Ce clivage permet la libération de la
forme mature du TNF-a. au niveau extracellulaire, bien que le TNF-a soit déja actif sous
sa forme transmembranaire (Aggarwal et Vilcek, 1992). Deux récepteurs médiant les
signaux induits par TNF-a ont été décrits : le type I (TNF-RS5S5), présent chez de
nombreux types de cellules; et le type II (TNF-R75), prédominant chez les monocytes et
les lymphocytes (Gatanaga et al., 1990). Le récepteur I induit des signaux cytotoxiques,
antiviraux et est impliqué dans la prolifération des fibroblastes, alors que les signaux
médiés par le récepteur II conduisent a la prolifération des thymocytes et des
lymphocytes cytotoxiques (Tartaglia et al., 1991). Les deux types de récepteurs peuvent
étre clivés par des protéases, générant ainsi des peptides solubles antagonistes pouvant
lier le TNF-o (Nophar et al., 1990). Ces peptides pourraient atténuer la libération du
TNF-a aux sites de I'inflammation ou constituer des réservoirs pour le relarguage lent du
TNF-a bioactif.

L'expression de TNF-a. a été détectée in vivo par RT-PCR et immunohistochimie chez les
gliomes mais également chez les macrophages activés (Merlo et al., 1993; Schneider et
al., 1992). De plus, comme I'IL-1, le TNF-a peut étre produit par les cellules d'origine
gliale sous stimulation au PMA ou au LPS (Bethea ef al., 1992; Nitta et al., 1994). Les
gliomes expriment également les récepteurs du TNF-o (Tada et al., 1994). Chez la
plupart des lignées cellulaires de gliomes, le TNF-o. ne semble pas induire d'effets
cytotoxiques (Rutka et al., 1988), mais plutdt des effets mitogéniques, tels qu'observés
chez les astrocytes (Bethea et al., 1990; Lachman et al., 1987; Selmaj et al., 1990). Ceci
pourrait conduire a l'astrogliose associée au gliome, ainsi qu’a différentes maladies
neurodégénératives.

Le TNF-o est impliqué dans le chimiotactisme et l'extravasation des lymphocytes et des
macrophages contribuant ainsi aux processus inflammatoires observés durant le
développement du gliome. Son action se ferait selon les mémes mécanismes induits par
I'lIL-1, étant donné que le TNF-ainduit des activités biologiques et des signaux de
transduction recoupant souvent ceux médiés par I'IL-1 (Schutze et al., 1995; Last-Barney
et al., 1988). De plus, ces deux cytokines agissent souvent en synergie et sont capables de
déclencher des processus de démyélinisation in vivo et in vitro (Giulian et al., 1988;

Selmaj et Raines, 1988; Robbins et al., 1987). Ainsi, I’'IL-1 et le TNF-a sont des facteurs



participant au développement du gliome, notamment en modulant I’expression de

molécules impliquées dans la progression de la tumeur.

1.4.2 Les cytokines immunosuppressives

Les études portant sur les patients atteints de gliomes ont montré une suppression
générale de I'immunité humorale et cellulaire, incluant des anergies cutanées et une
diminution du nombre des lymphocytes T dans le sang, partiellement dues a la production
de TGF-B (Roszman et al., 1991).

Le "Transforming Growth Factor-g'" : TGF-p

Des cinq isoformes décrits (TGF-B; a TGF-Bs), TGF-B; représente la forme ubiquitaire la
plus abondante. Ce sont des polypeptides de 25 kDa, sécrétés sous forme de précurseurs
de 400 acides aminés, qui deviennent actifs par clivage protéolytique (Schultz-Cherry et
Murphy-Ullrich, 1993). TGF-f peut se lier 2 au moins 10 récepteurs ou protéines
membranaires différents. Les plus connus sont les récepteurs I, II, III, exprimés chez la
plupart des types cellulaires. La transmission des signaux de transduction par TGF-8
nécessite une intéraction entre les récepteurs I et II (Attisano et al., 1993). Le récepteur
III ("Betaglycan") ne peut induire de signaux en raison de I'absence de motifs dans son
court domaine intracytoplasmique; par contre, il facilite I'acceés de TGF-f aux récepteurs I
et II (Lopez-Casillas et al., 1993).

La majorité des gliomes expriment in vivo et in vitro les isoformes TGF-g; et TGF-,,
ainsi que le micro-environnement du gliome, et particuliérement les cellules endothéliales
en prolifération (Constam et al., 1992; Bodmer et al., 1989; Horst et al., 1992). TGF-B
peut moduler directement, de fagon autocrine, la prolifération du gliome (Jennings et al.,
1991). De plus, TGF-B faciliterait indirectement le développement du gliome en inhibant
la prolifération et l'activation des cellules du systéme immunitaire, telles que les
lymphocytes T, NK et macrophages (Hannon et Beach, 1994; Tsunawaki et al., 1988); et
également en favorisant le dép6t des composants de la matrix extracellulaire (collagene,
fibronectine), nécessaire a la néovascularisation (Merwin et al., 1990; Roberts et al.,
1986). En outre, le traitement des gliomes avec des oligonucléotides antisens de TGF-f3;

réduit leur activité immunosuppressive, suggérant une utilisation en thérapie (Jachimczak



et al., 1993). Ainsi, les différents isoformes de TGF-B sont souvent antagonistes aux

effets pro-inflammatoires médiés par I’IL-1 ou le TNF-c.

1.5 Les thérapies

Les thérapies actuelles conventionnelles concernant le gliome consistent en la résection
chirurgicale de la tumeur suivie d'un traitement en radiothérapie et/ou chimiothérapie.
Malheureusement, ces traitements ont une efficacité limitée. En effet, les gliomes
deviennent rapidement résistants aux agents chimiothérapeutiques, notamment en
exprimant des protéines transmembranaires ayant pour fonction d'expulser les drogues
anti-cancéreuses hors de la cellule tumorale (Abe et al., 1994; Bradley et al., 1988).
Aussi, d'autres voies thérapeutiques, comme l'immunothérapie, ont été développées.
L'utilisation de cytokines, telles que I'lL-2 et de I'lFN-y visant & stimuler le syst¢me
immunitaire, a permis une atténuation de la croissance du gliome lorsqu'elles sont
produites localement & l'aide de vecteurs rétroviraux. Malgré cet effet bénéfique, ces
cytokines induisent des effets secondaires importants, notamment des oedémes cérébraux
(Tjuvajev et al., 1995). Récemment, la découverte de la surexpression de récepteurs du
PDGF et de I'IL-13 par les gliomes a permis de nouvelles approches thérapeutiques.
Ainsi, I’administration de nouvelles molécules antagonistes du PDGF chez la souris nude
ont induit un retard dans la prolifération de 50% des gliomes, injectés sous-cutané
(Blaskovich et al., 2000; Laird et al., 2000). De plus, des tumeurs d’origine gliale,
injectées sous-cutané chez des souris athymiques, régressent dans 50% des cas, lorsque
celles-ci sont traitées avec de I’IL-13 chimérique, couplée a une toxine (Hussain et al.,
2001; Debinski et al., 1998). Malgré ces nouveaux développements, il demeure important
de mieux comprendre le développement du gliome afin de déterminer de nouvelles cibles

thérapeutiques et d’envisager des bi- ou tri-thérapies.

1.6 Les modéles d'études

Le mode¢le le plus utilisé, concernant 1'é¢tude des gliomes, est la lignée cellulaire de rat
Cé6. Cette lignée a été établie a partir de glioblastomes induits par traitement au N-
nitrosylmethylurée chez les rats Wistar (Benda et al., 1968). La neurobiologie de ces

cellules d'origine astrocytaire, bien caractérisée par les marqueurs S-100 et GFAP ("Glial
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Fibrillary Acidic Protein") (Herschman et al., 1978), a été largement étudiée.
L'implantation des cellules C6 dans le cerveau de rat ou de souris immuno-déficientes
permet le développement de glioblastomes, histologiquement similaires a ceux retrouvés
chez 'homme (San Galli et al., 1989; Kaye et al., 1986). D'autres modéles in vivo sont
maintenant disponibles dont notamment des souris transgéniques surexprimant les
oncogenes v-src et p2lras sous le contrdle du promoteur GFAP, qui développent
spontanément des gliomes d'origine astrocytaire (Ding et al., 2001; Weissenberger et al.,
1997). Les cellules C6 ont également la capacité d'envahir les tissus du systéme nerveux
central dans des modéles in vitro, par sécrétion de métalloprotéinases (MMPs) capables
de dégrader la matrice extracellulaire (Paganetti et al., 1988). Elles constituent donc un

bon modéle d’étude du développement du gliome.
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2 .LES ENZYMES DE DEGRADATION DE LA MATRICE
EXTRACELLULAIRE : MMPs

Les MMPs ("matrix metalloproteinases") sont des endopeptidases, dépendantes du zinc et
du calcium, capables de dégrader les différents composants de la matrice extracellulaire
comme le collageéne, la fibronectine et la vitronectine (Krane et al., 1996; Homandberg et
Hui, 1996; Imai et al., 1995). Elles participent au remodelage de la matrice extracellulaire
nécessaire a certains processus physiologiques, tels que 1'involution utérine, la résorption
des os et la guérison de blessures (Tryggvason ef al., 1993). Les MMPs sont également
impliquées dans plusieurs maladies dégénératives et sont associées au développement de
nombreux cancers (Lombardi et al., 1993; Declerck et Imren, 1994). En effet, la
surexpression de ces enzymes par les cellules cancéreuses permet leur migration a travers
la matrice facilitant ainsi l'invasion tumorale et le développement de métastases (Kahari
et Saarialho-Kere, 1999; Chambers et Matrisian, 1997).

2.1 Classification et structure des MMPs
La famille des MMPs est constituée d'au moins 24 membres, classés en 4 catégories selon
leur structure primaire et leur spécificité de substrat (Tableau 1) :
- les collagénases (MMP-1, MMP-§, MMP-13 et MMP-18)
- les stromélysines (MMP-3, MMP-7, MMP-10, MMP-11, MMP-12 et MMP-
26)
- les gélatinases (MMP-2 et MMP-9)
- les MMP membranaires (MT-MMPs) (MT1-MMP, MT2-MMP, MT3-MMP,
MT4-MMP, MT5-MMP et MT6-MMP)
- MMPs non classées (MMP-19/MMP-21, MMP-22, MMP-20, MMP-23 et
MMP-28)

La structure générale des MMPs comporte un peptide signal, un domaine pro-peptide, un
domaine catalytique comprenant un site hautement conservé de liaison au zinc
HEXXHXXGXXH et un domaine homologue a I'hémopexine (Fig.2) (Cockett et al.,
1994). Le domaine pro-peptide, situé dans la portion N-terminale des MMPs, est formé

de 77 a 87 résidus et comprend une séquence conservée PRCG(V/N)PD. Cette séquence
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maintient I'enzyme sous sa forme latente inactive, puisqu'elle bloque I'entrée du site
catalytique (Sanchez-Lopez et al., 1988), mais est absente chez les MT-MMPs et la
stromélysine-3 (MMP-11) (Nagase et Woessner, 1999). Le site catalytique, chez les
gélatinases MMP-2 et MMP-9, contient trois insertions homologues & la fibronectine de
type II (Wilhelm et al., 1989). Ces insertions facilitent la liaison des gélatinases aux
protéines de la matrice extracellulaire (Steffensen et al., 1995). Le domaine C-terminal
homologue a I'hémopéxine est également requis lors des intéractions de I'enzyme avec
ses substrats de la matrice (Wallon et Overall, 1997). Cette portion C-terminale peut
également contenir un domaine transmembranaire hydrophobique servant & ancrer
certaines MMPs (MT-MMPs : "Membrane-Type MMPs") présentes a la surface
cellulaire (Seiki, 1999).

2.1.1 Les collagénases

La famille des collagénases regroupe chez les eucaryotes, MMP-1 (collagénase 1; E.C.
3.4.24.7), MMP-8 (collagénase 2; E.C. 3.4.24.34), MMP-13 (collagénase 3; E.C. non
déterminée) et MMP-18 (collagénase 4; E.C. non déterminée). Les collagénases se
distinguent des autres MMPs par leur capacité & dégrader des régions a structure
hélicoidale triple présentes chez divers types de collagéne. La collagénase interstitielle
(MMP-1) fut la premiére a étre identifiée lors de la résorption tissulaire se produisant
durant la métamorphose de la queue du tétard (Nagai et al., 1966). Alors que MMP-1 est
synthétisée par plusieurs types cellulaires, MMP-8 se retrouve presque exclusivement
chez les neutrophiles. En effet, MMP-8 s'accumule au niveau des granules
cytoplasmiques durant la différenciation des cellules myéloides (Murphy et al., 1977,
Bainton et al., 1971). MMP-8 est également exprimée par les chondrocytes du cartilage et
pourrait jouer un réle dans le développement de I'arthrite au niveau des os (Cole et al.,
1996).

MMP-13 a été plus récemment isolée a partir d'un carcinome mammaire et montre une
hydrolyse préférentielle pour le collagéne de type II (Freije et al., 1994). La dégradation
efficace de la gélatine par MMP-13, comparativement 3 MMP-1 et MMP-8, est
probablement due aux similarités de séquences entre les sites catalytiques de MMP-13 et
des gélatinases MMP-9 et MMP-2 (Knauper ef al., 1996).
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La séquence de MMP-18 a été identifiée par recherche d'homologie de séquences EST
("expressed sequence tags") (Cossins et al., 1996), mais son implication dans les
processus physiologiques et pathophysiologiques demeure inconnue.

Ainsi, la capacité des collagénases de dégrader des régions a structure hélicoidale triple
de collageéne suggére une participation précoce de ces enzymes dans les processus de
dégradation de la matrice extracellulaire, avant I’hydrolyse compléte du collagéne par les

gélatinases.

2.1.2 Les gélatinases
Les gélatinases comprennent MMP-2 (72 kDa; E.C. 3.4.24.24) et MMP-9 (92 kDa; E.C.
3.4.24.35), reconnues pour leur capacité a dégrader le collagéne dénaturé (gélatine),
laissant supposer que ces 2 enzymes sont impliquées dans les derniéres étapes du
processus de dégénération de la matrice extracellulaire. Les gélatinases peuvent
également cliver le collagéne de type IV et ce sont les seules MMPs capables de digérer
le collagéne de type V (Nagase ef al., 1991). Cette derniére activité provient d'insertions
de type fibronectine situées dans le site catalytique des gélatinases (O'Farrell et
Pourmotabbed, 2000). Bien que ces 2 enzymes ont des structures similaires, elles
possédent certaines différences :

- le mode d'activation est membranaire pour MMP-2; extracellulaire pour MMP-9

- I'expression est constitutive pour MMP-2 mais inductible pour MMP-9

- un domaine collagéne de type V existe chez MMP-9, mais pas chez MMP-2.
Les gélatinases ont un réle physiologique important au cours de I'embryogénése. En effet,
'expression de MMP-9 par les cellules trophoblastes géantes est critique durant la
croissance du blastocyste murin et durant les étapes précoces de son implantation in vivo
(Alexander et al., 1996; Das et al., 1997). De plus, bien que les souris déficientes en
MMP-9 n'ont pas démontré de phénotype particulier, elles ont montré un retard de la
croissance des os longs et un épaississement de 1'ossification (Vu ef al., 1998). Ces souris
sont aussi résistantes & une maladie auto-immune de 1'épiderme, déclenchée
expérimentalement. Cette protection provient probablement de la perte de I'expression de

MMP-9 chez les neutrophiles (Liu et al., 1998).
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2.1.3 Les stromélysines

Les stromélysines furent originalement décrites comme dérivant des cellules stromales.
En effet, la stromélysine-1 (MMP-3; E.C. 2.4.24.17) fut isolée a partir de surnageants de
culture cellulaire de fibroblastes stimulés au PMA, grice & sa capacité a dégrader la
caséine (Chin et al., 1985). La distribution tissulaire d¢ MMP-3 est trés restreinte, et
I'enzyme est surtout produite par les cellules stromales, telles que les cellules
endothéliales, musculaires et fibroblastiques, mais elle peut étre aussi sécrétée par les
macrophages (Chin ef al., 1985). MMP-3 pourrait agir comme un promoteur de tumeurs
mammaires, étant donné que des souris transgéniques surexprimant MMP-3 développent
spontanément des lésions malignes au niveau des glandes mammaires (Sternlicht et al.,
1999). Elle est également capable de convertir les pro-MMPs, telle que pro-MMP-9 en
MMPs actives (Ogata et al., 1992).

La présence d'une bande supplémentaire lors d'analyses de type Southern du géne de
MMP-3 a permis d'isoler et de cloner la stromélysine-2 (MMP-10; E.C. 3.4.24.22)
(Breathnach et al., 1987). La différence la plus significative entre MMP-3 et MMP-10 se
situe au niveau de leur distribution tissulaire et la régulation de leur expression.
Effectivement, l'expression de MMP-10 se retrouve en grande quantité chez les cellules
épithéliales du petit intestin (Madlener et Werner, 1997) ainsi que chez certaines
populations cellulaires, comme les lymphocytes T et les kératinocytes (Conca et
Willmroth, 1994; Windsor et al., 1993). De plus, l'expression de MMP-10 semble peu
sensible aux agents inflammatoires, tels que 1'lL-1 ou le TNF-q, contrairement 8 MMP-3
(Brinckerhoff et al., 1992).

La matrilysine (MMP-7; E.C. 3.4.24.23) représente la plus petite des MMPs car elle ne
posséde pas le domaine hémopexine commun aux autres MMPs (Gaire ef al., 1994). Son
expression est élevée chez les cellules épithéliales ainsi que chez les tumeurs d'origine
épithéliale (Rodgers et al., 1993). MMP-7 est impliquée dans le développement des
cancers de l'intestin (Wilson ef al., 1997) et également dans la défense anti-microbienne
au niveau du petit intestin (Wilson et al., 1999). De plus, MMP-7 posséde une large
gamme de substrats en dehors des protéines de la matrice extracellulaire. Par exemple,
elle peut cliver plusieurs protéines membranaires, telles que le pro-TNF-a et le pro-uPA

("Urokinase-type Plasminogen Activator") (Gearing et al., 1994; Wilson et Matrisian,
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1996). Récemment, il a été démontré que MMP-7 pouvait cliver FasL (Powell et al.,
1999), et que ce clivage protége les cellules tumorales de I'effet cytotoxique des agents
chimiothérapeutiques (Mitsiades ef al., 2001).

La stromélysine-3 (MMP-11; E.C. non déterminée) fut quant a elle identifiée par clonage
différentiel dARN messagers isolés de tumeurs mammaires bénignes et malignes (Basset
et al., 1990). Contrairement 8 MMP-3 et MMP-10, la spécificité de cette enzyme est peu
connue, étant donné qu'elle est incapable de dégrader les protéines de la matrice
extracellulaire. Cependant I'lGFBP-1 ("Insulin-like growth factor binding protein")
pourrait représenter un des substrats physiologiques de MMP-11 (Manes ef al., 1997). De
plus, il a été récemment démontré que MMP-11 est impliquée dans la survie des cellules
cancéreuses. En effet, des tumeurs syngéniques implantées chez des souris déficientes en
MMP-11 démontrent un taux de mortalité élevé en cellules cancéreuses (Boulay et al.,
2001), suggérant un rdle antagoniste de MMP-11 dans I'apoptose (Wu et al., 2001).
MMP-12 est une MMP uniquement produite par les macrophages qui dégrade, non
seulement I'élastine, mais aussi le collagéne de type IV, la fibronectine et la laminine
(Chandler et al., 1996). Le role fonctionnel de MMP-12 a été démontré chez des souris
déficientes en MMP-12 ou les macrophages péritonéaux ne peuvent pénétrer la matrice
extracellulaire (Shipley et al., 1996). De plus, MMP-12 est impliquée dans les lésions
athérosclérotiques et I'emphyséme (Curci et al., 1998; Wang et al., 2000).

La matrilysine-2 (MMP-26) est, comme la matrilysine, principalement exprimée chez les
cellules d'origine épithéliales et ne posséde pas de domaine hémopéxine, mais elle se
distingue des autres MMPs par un motif "cysteine switch” inhabituel : PHCGVPD (Uria
et Lopez-Otin, 2000). La surexpression de cette enzyme par des tumeurs malignes
d'origine épithéliale, ainsi que son large spectre de substrats, suggérent que la
matrilysine-2 pourrait jouer un rdle dans le remodelage de tissus associé a la progression
de la tumeur (Marchenko et al., 2001).

Les stromélysines, en possédant une large gamme de substrats, sont donc probablement
impliquées dans de nombreux processus physiologiques. Elles jouent également un réle
important lors de I’invasion tumorale, non seulement en dégradant les protéines de
matrice extracellulaire, mais aussi en activant d’autres MMPs, dont notamment les

gélatinases.
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2.1.4 Les MT-MMPs

Les membres de ce sous-groupe ont été récemment clonés 4 l'aide de stratégies basées sur
I'é¢tude d'homologies de séquence nucléotidiques entre les différentes MMPs. Les MT-
MMPs se distinguent par la présence d'un domaine transmembranaire en C-terminal leur
permettant ainsi de s'ancrer au niveau de la membrane cytoplasmique (Seiki, 1999; Will
et Hinzmann, 1995). Il existe six membres distincts, MT1-MMP a MT4-MMP (MMP-14
a -17, respectivement), MT5-MMP (MMP-24) et MT6-MMP (MMP-25). MMP-14,
MMP-15, MMP-16, MMP-24 et MMP-25 sont capables de recruter et d'activer pro-
MMP-2 au niveau de la membrane cellulaire, suggérant un rdle important dans le
potentiel invasif des cellules tumorales (Sato ef al., 1994; Hotary et al., 2000; Pei, 1999,
Velasco e al., 2000). De plus, elles sont également capables de dégrader les composants
de la matrice extracellulaire, tels que le collagéne de type I et IV, la fibronectine et les
protéoglycans (d'Ortho et al., 1997; Wang et al., 1999; English et al., 2001). Bien que le
role physiologique de MMP-14 soit bien caractérisé dans le développement des tissus
osseux (Holmbeck et al., 1999), celui de MMP-17 demeure peu documenté. En effet,
cette MT-MMP est incapable d'activer pro-MMP-2 et posséde peu d'activité de
dégradation des protéines de la matrice extracellulaire; par contre, elle hydrolyse de fagon
efficace le pro-TNF-a pour le convertir en TNF-a actif, ce qui suggére la participation de
MMP-17 dans l'inflammation (English et al., 2000).

La plupart des MT-MMPs sont donc capables d’activer pro-MMP-2 au niveau

membranaire, favorisant ainsi ’invasion tumorale.

2.1.5 Les MMPs non classées

Ce sont des MMPs nouvellement identifiées qui possédent des particularités structurales
et fonctionnelles distincts des sous-groupes déja caractérisés. Par exemple, MMP-19 et
son homologue chez la grenouille Xenopus (MMP-21 ou XMMP) représentent, avec
MMP-28, les membres d'un nouveau sous-groupe de MMPs qui contiennent dans leur
pro-domaine un motif "cysteine switch" inhabituel et des insertions uniques de résidus
glutamine et cystéine proches du site catalytique (Stracke et al., 2000;Yang et al., 1997,
Marchenko et Strongin, 2001). Comme MMP-19 et XMMP, CMMP (MMP-22), clonée

chez le poulet, posséde également un résidu cystéine unique conservé dans son site
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catalytique, bien que sa séquence protéique ressemble plus a la famille des collagénases
(Yang et Kurkinen, 1998). MMP-20 est une MMP dont l'expression est restreinte aux
tissus dentaires et joue probablement un role central dans les processus de formation de
1'émail des dents, grice a sa capacité de dégrader 'amélogénine, la protéine majeure de la
matrice de I'émail (Llano et al., 1997). CA-MMP ("Cystein-Array"-MMP; MMP-23) est
la seule MMP possédant un domaine riche en cystéine et un domaine homologue aux
immunoglobulines en C-terminal (Velasco et al., 1999). De plus, le pro-domaine de
MMP-23 ne contient pas de cystéine, ce qui suggére un mécanisme d'activation différent
des autres MMPs (Pei et al., 2000).

N.B. : La nomenclature des MMPs comprend quelques incohérences, notamment en ce
qui a trait a8 MMP-4 (Overall et Sodek, 1987) et MMP-6 (Wilhelm et al., 1993),

reconnues ultérieurement comme étant identiques 8 MMP-3.

2.2 L'activation des MMPs

Sauf exception de la stromélysine-3 et des MT-MMPs, les MMPs sont sécrétées sous
forme de précurseurs latents (zymogeénes) et nécessitent une activation par protéolyse de
type "cysteine switch" au niveau extracellulaire. Le clivage protéolytique partiel du pro-
peptide, lié au site catalytique par l'intermédiaire d'une cystéine, dissocie le lien covalent
entre ce résidu et le site actif. Cette dissociation permet l'exposition du substrat au site
catalytique de I'enzyme. Les MMPs sont activées de fagon ordonnée dans le milieu
extracellulaire, soit par un autre membre des MMPs ou soit par le systeme d'activation du
plasminogéne; ce qui aboutit a l'activation de tout un réseau de protéases extracellulaires
(Murphy et al., 1999). Par exemple, une des voies d'activation les mieux caractérisées
concerne l'intéraction entre les MT-MMPs et pro-MMP-2 : contrairement aux autres
MMPs qui sont activées a l'extérieur de la cellule, les MT-MMPs (et également la
stromélysine-3) sont activées au niveau intracellulaire; cette activation est due au clivage
de la séquence conservée RXKR, située entre le pro-domaine et le domaine catalytique,
par des protéases "furin-like" associées a l'appareil de Golgi (Pei et Weiss, 1995). Les
MT-MMPs s'ancrent ensuite & la membrane extracellulaire ou elles vont lier et activer
MMP-2. Cette activation de MMP-2 par MT-MMP permet de diriger une activité

protéolytique dans des régions ciblées de I'espace extracellulaire (Sato et al., 1997,
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Murphy et al., 1999). De plus, 'activation de MMP-2 peut induire I'activation d'autres
MMPs, comme MMP-9 (Fridman et al., 1995). L’activation des MMPs est donc un
phénomeéne complexe, nécessitant une cascade d’activation d’enzymes protéolytiques.

En plus de l'intéraction des MMPs entre elles nécessaire a I'activation de ces enzymes,
leurs processus d'activation sont étroitement contr6lés par les inhibiteurs naturels des
MMPs : les TIMPs ("Tissue Inhibitor of MMPs").

2.3 Les inhibiteurs de MMPs : TIMPs

L'activité protéolytique des MMPs peut étre inhibée par des inhibiteurs non-spécifiques
de protéases, tels que l'a2-macroglobuline et l'al-antitrypsine, et par des inhibiteurs
spécifiques des MMPs (TIMPs) (Kahari et Saarialho-Kere, 1999). D'une fagon générale,
les TIMPs sont sécrétés en méme temps que les MMPs. La famille des TIMPs est
constituée de quatre protéines reliées structuralement (TIMP-1, -2, -3 et -4), possédant 12
cystéines conservées qui forment six ponts disulfure (Williamson et al., 1990). Les
TIMPs inhibent I'activité enzymatique de toutes les MMPs (sauf MT1-MMP, qui est
inhibée par TIMP-2 et TIMP-3 mais pas TIMP-1) en formant des complexes
stoechiométriques non covalents avec le site de liaison du zinc, présent dans le site
catalytique et nécessaire a l'activité des MMPs (Gomez et al., 1997; Will et al., 1996). De
plus, les TIMPs peuvent inhiber l'activation catalytique des pro-MMPs, les différents
TIMPs ayant des capacités inhibitrices préférentielles envers différentes pro-MMPs. Par
exemple, TIMP-1 et TIMP-3 forment des complexes préférentiels avec pro-MMP-9,
tandis que TIMP-2 et TIMP-4 montrent une meilleure affinité pour pro-MMP-2
(Goldberg et al., 1989; Goldberg et al., 1992). Paradoxalement, TIMP-2 est impliqué
dans I'activation de pro-MMP-2 en agissant comme protéine adaptatrice entre pro-MMP-
2 et MT1-MMP pour former un complexe ternaire (Seiki, 1999). Généralement,
'expression de TIMP-1 et TIMP-3 est inductible par des cytokines ou facteurs de
croissance, tandis que l'expression de TIMP-2 et TIMP-4 est constitutive (Curran et
Murray, 2000). L'activité protéolytique nette des MMPs dépend donc de I'équilibre du
rapport MMPs/TIMPs.

En plus d'inhiber l'activité des MMPs, les TIMPs induisent des activités cellulaires

variées, indépendantes de leur capacité a contrecarrer 'action des MMPs (Brew et al.,
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2000). En effet, lorsque TIMP-1 a été cloné pour la premiére fois (Docherty et al., 1985),
il a été montré comme étant identique a un facteur potentialisant 'activité érythroide
(Gasson et al., 1985). De plus, TIMP-1 posséde une activité mitogénique envers les
kératinocytes, ainsi que d'autres types cellulaires (Bertaux ef al., 1991; Hayakawa ef al.,
1992), et a été récemment localisé au niveau du noyau cellulaire des fibroblastes comme
s'accumulant en phase S (Zhao e al., 1998). TIMP-2 a été également identifié comme un
facteur favorisant la croissance de nombreuses lignées cellulaires (Stetler-Stevenson et
al., 1992; Hayakawa et al., 1994). D'un autre c6té, la surexpression de TIMP-1, TIMP-2
et TIMP-3 peut réduire la croissance des cellules tumorales (Edwards et al., 1996; Baker
et al., 1999; Valente et al., 1998). De plus, TIMP-2, mais pas TIMP-1, inhibe la
croissance des cellules endothéliales humaines, induite par bFGF (Murphy et al., 1993).
Parmi les quatre TIMPs, TIMP-3 est unique car on le retrouve étroitement associé a la
matrice extracellulaire (Pavloff et al., 1992). Cette intéraction se fait par le domaine C-
terminal de l'inhibiteur. Une simple mutation dans ce domaine induit la dystrophie de
Sorsby, maladie entrainant une perte irréversible de la vision (Langton et al., 1998). De
plus, TIMP-3 est le seul membre des TIMPs pouvant inhiber l'activité des enzymes
TACE ("TNF-a converting enzyme"), impliquées dans I'activation membranaire de TNF-
o (Amour et al., 1998). Des études récentes ont également montré que la surexpression
de TIMP-3 induit l'apoptose de plusieurs lignées cellulaires cancéreuses, ainsi que des
cellules vasculaires du muscle lisse (Smith ef al., 1997; Baker et al., 1998). TIMP-4,
quant a lui, est uniquement exprimé au niveau du tissu cardiaque chez I'homme (Greene
et al., 1996) et peut bloquer l'activation de pro-MMP-2 par MT1-MMP (Hernandez-
Barrantes et al., 2001).

Toutes ces observations indiquent que les TIMPs sont des protéines multi-fonctionnelles.
Malgré les effets secondaires des TIMPs, ces derniers semblent réduire l'invasion
tumorale chez différents modéles in vivo, probablement grace a leur inhibition de
l'activité MMP (Gomez et al., 1997). Malheureusement, ils ne peuvent étre utilisés en

thérapie a cause de leur court temps de demi-vie (DeClerck et Imren, 1994).

2.4 MMPs et cancer
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La progression d'une tumeur maligne dépend de l'acquisition de plusieurs capacités, telles
qu'une croissance continue et autonome des cellules tumorales, la possibilité d'échapper a
l'apoptose, de développer une réponse angiogénique et d'envahir les tissus environnants la
tumeur ou d'autres organes (métastase) (Hanahan et Weinberg, 2000). L'invasion
tumorale et la formation de métastases sont les facteurs principaux contribuant a la
morbidité et la mortalité du cancer. Il est intéressant de noter que l'angiogénése est un
processus qui partage un nombre de similarités fonctionnelles avec l'invasion tumorale.
Ainsi, ces deux processus apparaissent étre le résultat de I'équilibre local entre des

régulateurs positifs et négatifs, tels que les MMPs vs les TIMPs (Liotta et al., 1991).

2.4.1 MMPs et invasion tumorale

La protéolyse de la matrice extracellulaire est une étape cruciale dans le mécanisme de
l'invasion tumorale. Pour que les cellules puissent envahir et se disséminer, elles doivent
étre capables de pénétrer les barriéres du tissu connectif, telles que la membrane basale,
la matrice provisoire ou le stroma interstitiel, qui entourent les tumeurs et existent dans
les vaisseaux sanguins. Au cours de la fin des années 1970, des chercheurs ont noté
l'association entre différentes activités protéolytiques, incluant des protéases a activité
neutres et lysosomales, et le comportement invasif des cellules tumorales (Drewa et al.,
1978; Poole et al., 1978). Ces protéases sont maintenant connues pour dégrader un large
spectre de protéines composant la matrice extracellulaire et appartiennent en majorité a la
famille des MMPs. La matrice extracellulaire est une structure dynamique constamment
remodelée (Werb, 1997) qui consiste en un réseau dense de collagénes, laminines et
protéoglycans, séparés par d'autres composants mineurs. Par exemple, les membranes
basales sont composées de feuillets de collagéne de type IV et de laminine qui séparent
les tissus en différents compartiments. Durant la transition d'une tumeur bénigne a
invasive, des changements apparaissent dans l'intégrité de la membrane basale sous-
épithéliale. En effet, les carcinomes invasifs se caractérisent par la perte de cette
membrane autour des cellules tumorales invasives (Stetler-Stevenson et al., 1993).
Plusieurs études se sont concentrées sur les intéractions entre les cellules tumorales et la
matrice extracellulaire, en particulier la membrane basale sous-épithéliale. De ces études,

un modéle de processus d'invasion cellulaire a été proposé et il consiste en trois étapes :
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- l'attachement de la cellule & la membrane basale

- création d'imperfections par protéolyse de la membrane basale

- migration de la cellule a travers ces imperfections (Liotta ef al., 1991).
I1 est maintenant reconnu que ces trois étapes décrivent les intéractions des cellules
invasives avec tous les types de matrice extracellulaire, et non pas uniquement avec la
membrane basale.
Il existe de nombreuses études montrant l'augmentation de 'expression des MMPs dans
les tissus cancéreux comparativement aux tissus correspondants normaux ou adjacents a
la tumeur. Les premiéres indications de l'importance des MMPs dans la biologie des
tumeurs proviennent d'une étude concernant une métalloprotéinase sécrétée par une
lignée cellulaire de mélanome, et pouvant dégrader le collagéne de la membrane basale
(Liotta et al., 1979). De nombreuses expériences ont, par la suite, démontré une
corrélation positive entre l'expression des MMPs et le pouvoir invasif et métastatique des
cellules tumorales (Stetler-Stevenson et al., 1993). Ainsi, dans de nombreux types de
cancers, il existe une expression différentielle des MMPs par les cellules tumorales et
également par les cellules du stroma entourant la tumeur. Bien qu'une forte expression
des gélatinases soient généralement associées au phénotype malin de différents cancers,
aucun profils d'expressions de MMPs correspondants a certains types de cancers humains
n'ont pu étre définis (Nelson et al., 2000).
L'hypothése selon laquelle l'augmentation de l'expression des MMPs est responsable de
l'invasion cellulaire a été testée dans différents modéles expérimentaux. Par exemple,
l'invasion des cellules de fibrosarcomes HT-1080 & travers une membrane basale
reconstituée (Matrigel) augmente en ajoutant MMP-2 active, et est inhibée par l'addition
de TIMP-2 ou des chélateurs de zinc (Albini et al., 1991). Les résultats in vitro sont
supportés par les expériences in vivo, qui utilisent des cellules transfectées. En effet, la
transfection de 'ADNc de MMP-9 de lignées cellulaires immortalisées embryonnaires
non-métastatiques leur confére la capacité de développer des métastases (Bernhard et al.,
1994). De la méme fagon, des cellules de carcinome de la vessie, MYU3L, transfectées
avec MMP-2, possédent un potentiel métastatique élevé; alors que la transfection de
TIMP-2 dans la lignée cellulaire hautement métastatique LMC19 réduit son pouvoir

invasif (Kawamata et al., 1995). De plus, I'inhibition de l'expression de TIMP-1 a l'aide
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d'antisens chez la lignée fibroblastique NIH 3T3 rend ces cellules plus tumorigéniques,
invasives et métastatiques (Khokha et al., 1989), lorsque injectées chez la souris nude.
Bien que I'implication des MMPs soit maintenant établie lors de l'invasion tumorale, leur
action ne semble pas se limiter & ce processus. En effet, de récentes études ont montré
qu'elles pouvaient jouer un rdle au niveau de l'initiation, de la prolifération, de la

migration et de I'angiogénése tumorale.

2.4.2 MMPs : enzymes pléiotropiques

La premiére étude suggérant le role des MMPs dans l'initiation tumorale a démontré que
I'expression de MMP-3 sous sa forme active au niveau de 1'épithélium des glandes
mammaires, était suffisante pour induire le développement de tumeurs invasives
"mesenchymal-like", et que cette transition était bloquée par l'expression de TIMP-1
(Sternlicht et al., 1999). Ceci implique donc que MMP-3 agit comme un promoteur
naturel de tumeurs mammaires (Sternlicht et al., 2000). De plus, la tumorigénése
intestinale, induite par l'altération de l'allele Apc ("Adenomatous polyposis coli"), est
supprimée chez des souris déficientes en MMP-7 (Wilson e al., 1997). La perte de la
fonction Apc induit une augmentation du taux de B-caténine, une protéine induisant
l'activation transcriptionnelle de génes associée a la progression de la tumeur. Des études
subséquentes ont montré que la B-caténine induit une augmentation de l'expression de
MMP-7 au niveau de la muqueuse colorectale (Crawford et al., 1999). L'utilisation de la
vidéomicroscopie intravitale a également suggéré que les MMPs sont importantes dans la
création et le maintien de l'environnement qui soutient l'initiation et la croissance des
tumeurs primaires et métastatiques. Ces mécanismes pourraient étre dus au relarguage,
par les MMPs, des facteurs de croissance séquestrés dans la matrice extracellulaire
(Chambers et al.,, 1995). Une étude récente sur le récepteur RAGE ("receptor for
advanced glycation end products") supporte cette hypothése (Taguchi et al., 2000). En
effet, le blocage de RAGE induit une diminution de la croissance et des métastases de
tumeurs implantées ou se développant spontanément chez la souris. L'inhibition de
l'intéraction de RAGE a entrainé une suppression de l'activation de signaux de
transduction impliqués dans la croissance, l'invasion de la tumeur et également dans

'expression des MMPs. De plus, l'utilisation d'animaux transgéniques a démontré que
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l'altération de I'équilibre MMP/TIMP in vivo, en faveur de l'activité de TIMP-1, peut
bloquer la prolifération néoplasique des carcinomes hépato-cellulaires, induits par
l'antigéne T du virus SV40 (Martin et al., 1999). Cet effet de TIMP-1 est du a l'inhibition
directe du clivage de IGFBP-3 par les MMPs, ce qui empéche la libération de IGF II
("Insulin Growth Factor II"), un facteur de croissance important pour le développement
de ces carcinomes. Bien qu'ils puissent aussi avoir des effets directs sur la prolifération
cellulaire de fagon MMP-indépendante (cf 2.3), les TIMPs peuvent donc inhiber la
croissance de la tumeur par blocage de l'activité MMP. A ce titre, ils agissent donc
comme des génes suppresseurs de tumeurs.

L'activité des MMPs peut également influencer la migration des cellules. Ainsi, les
MMPs peuvent se lier aux intégrines, molécules d'adhésion importantes dans les
intéractions cellule-protéines de la matrice extracellulaire et requises lors de la migration
des cellules (Sheetz et al., 1998). Par exemple, MMP-2 se lie a l'intégrine o,f3 par son
domaine hémopéxine (Brooks et al., 1996), ce qui modifie 'attachement de la cellule a la
matrice extracellulaire. Ces intéractions MMP-intégrine auraient pour but de localiser les
MMPs a des sites proches d'importants ligands de la matrice extracellulaire qui
faciliteraient la migration et l'invasion cellulaire. Une influence plus directe des MMPs
sur la migration cellulaire a été démontré en utilisant un modéle de cellules épithéliales
mammaires. En effet, MMP-2, mais pas MMP-9, clive la chaine y2 de la laminine-5 et
révéle un site cryptique présent sur la chaine a3, site qui posséde des propriétés
chimiotactiques et qui stimule la migration des cellules (Giannelli et al., 1997). De
l'activité des MMPs peut donc découler la génération de néo-épitopes ou de sites
cryptiques dans la matrice extracellulaire, ce qui peut profondément influencer le
comportement de la cellule. Ce concept de sites cryptiques semble également s'appliquer
aux processus angiogéniques.

Le développement de nouveaux vaisseaux sanguins est un processus qui requiert la
prolifération et la migration des cellules endothéliales, ainsi qu'un remodelage de la
matrice extracellulaire. Les MMPs font donc partie intégrante de 'angiogénése. En effet,
l'induction des développements vasculaires par des tumeurs est considérablement réduite
chez les souris déficientes en MMP-2 (Itoh et al., 1998). Paradoxalement, l'activit¢é MMP

est actuellement considérée comme l'activité protéolytique principalement responsable de
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la génération de puissants inhibiteurs de 'angiogénése, tels que l'angiostatine. On sait
maintenant que l'angiostatine provient du clivage du plasminogéne par les MMPs,
incluant MMP-3, MMP-7, MMP-9 et MMP-12 (Cornelius ef al., 1998; Patterson et Sang,
1997). La génération de l'angiostatine par MMP-12 entraine une inhibition de la
prolifération des cellules endothéliales in vitro (Dong et al., 1997). L'angiogénése peut
donc étre modulée de fagon positive et négative par les MMPs.

Les roles des MMPs dans la progression de la tumeur et l'angiogénése semblent plus
complexes que le premier concept ou la fonction primaire des MMPs était la destruction
des barriéres de la matrice extracellulaire. Il est maintenant évident que les MMPs
peuvent étre impliquées dans les premiéres étapes de la tumorigénése. De plus, la
modulation de I'adhésion, de la migration cellulaire et de la révélation de sites cryptiques
dans la matrice extracellulaire par les MMPs, ont de profonds effets sur le comportement
de la cellule, dans des conditions normales et pathologiques. Ces nouveaux rdles des
MMPs pourraient étre responsables des effets secondaires obtenus lors de thérapies anti-
cancéreuses utilisant des inhibiteurs synthétiques des MMPs. Ces molécules inhibent
l'activité d'un large spectre de MMP (Hidalgo et Eckhardt, 2001). Il est probable que,
dans le futur, des inhibiteurs synthétiques plus sélectifs pour des signaux de transduction
distincts impliqués dans l'expression des différentes MMPs par les tumeurs ou les cellules
endothéliales, émergeront comme nouveaux agents anti-cancéreux. Cependant, il est
nécessaire d'identifier des MMPs spécifiques, ainsi que leurs fonctions pour les désigner
comme cibles thérapeutiques potentielles. Par exemple, MMP-9 semble jouer un réle

important dans le développement du gliome.

2.43 MMP-9 et le gliome

Au développement du gliome s'associe un déséquilibre de I'expression MMPs/TIMPs en
faveur des MMPs. En effet, les tissus du cerveau provenant des stade les plus avancés du
gliome (stades III-IV), démontrent une activité gélatinolytique supérieure en
zymographie par rapport aux stades I-II et aux tissus du cerveau normal (Nakagawa et al.,
1994). Bien que MMP-2 soit présente, cette activité gélatinolytique semble plutdt corréler
avec l'expression de MMP-9 au niveau des glioblastomes multiformes (Rao et al., 1993).

Des études d'immunohistochimie ont également révélé la présence de MMP-9 au niveau
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des cellules tumorales, ainsi que chez les cellules endothéliales en prolifération (Rao et
al., 1996). En plus de I'augmentation de l'expression de MMP-9, les tissus de gliomes du
stade avancé présentent un faible niveau d'expression de TIMP-1 et TIMP-2, au niveau
de I'ARN messager et au niveau protéique, comparé aux stades précoces et au cerveau
normal (Mohanam et al., 1995). D'autres MMPs sont également surexprimées lors du
développement du gliome in vivo, telles que MT1-MMP et MT2-MMP, mais celles-ci
semblent étre plutdt exprimées par les astrocytes activés et non par les cellules tumorales
(Nakada et al., 1999). Récemment, une étude a démontré que I'expression de MMP-9 est
essentielle a l'invasion du gliome. En effet, une lignée cellulaire de glioblastome
transfectée avec un plasmide codant pour un transcript antisens de MMP-9, inhibe
drastiquement l'invasion in vitro et in vivo de ces cellules (Kondraganti et al., 2000).
MMP-9 pourrait également participer aux processus de démyélinisation, fréquemment
observés lors du développement du gliome, grice & sa capacité & dégrader la protéine
basique de la myéline (Gijbels et al., 1993). La génération de souris déficientes pour le
géne codant pour MMP-9 (ou souris "knock-out") a permis de révéler de nouveaux réles
biologiques médiés par cette enzyme. En effet, ces souris sont résistantes a plusieurs
pathologies inflammatoires ou auto-immunes induites, suggérant une participation de
MMP-9 dans les mécanismes inflammatoires. Cette implication pourrait étre due a sa
capacité de générer la forme active de I'IL-1pB, en clivant le pro-IL-1f inactif, et
également en potentialisant l'effet chimiotactique de 1'L-8 sur les neutrophiles, par
troncation de sa partie N-terminale (Opdenakker et al., 2001). D'un autre c6té¢, MMP-9
pourrait jouer un rdle dans I'immunosuppression associée au cancer, en inhibant la
prolifération des lymphocytes T qui rencontrent des cellules tumorales. Cette inhibition
provient du clivage du récepteur de I'IL-2 des cellules T par MMP-9 (Sheu et al., 2001).
MMP-9 semble aussi étre impliquée dans une des caractéristiques du gliome : la
dégradation de la BHE. Ce processus de dégradation, induit par ischémie chez la souris,
est réduit chez les souris déficientes en MMP-9 (Asahi et al., 2001). De plus, MMP-9
peut contribuer a la carcinogénése. En effet, la transplantation de cellules de la moelle
osseuse exprimant MMP-9 suffit a reconstituer la tumorigénicité des cancers de la peau,
induite par les oncogénes HPV 16, qui était réduite chez les souris déficientes en MMP-9

(Coussens et al., 2000). De plus, MMP-9, mais pas MMP-2, est une composante de
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l'induction de l'angiogénése durant la carcinogénése des ilots du pancréas, induite par
l'antigéne T du virus SV40, par clivage et libération du VEGF ("vascular endothelial
growth factor") membranaire de la cellule (Bergers et al., 2000).

Ainsi, MMP-9 peut étre impliquée dans I’invasion tumorale, 1’inflammation, la
dégradation de la barriére hémato-encéphalique (BHE), ainsi que dans la carcinogénése.
Cette MMP est donc une cible thérapeutique particuliérement intéressante dans le cadre
du gliome. D'oul la nécessité de comprendre la régulation de l'expression et de la sécrétion

de cette enzyme.

2.5 Régulation de I'expression et de la sécrétion de MMP-9

En plus de la régulation post-traductionnelle de MMP-9 par les TIMPs, l'expression de
MMP-9 peut étre modulée par de nombreux facteurs physiologiques, tels que les
cytokines, chemokines, les facteurs de croissance et les molécules d'adhésion. MMP-9
peut étre sécrétée par de nombreux types cellulaires et son expression est généralement
inductible. De plus, plusieurs mécanismes de régulation de I'expression de MMP-9 au
niveau transcriptionnel sont maintenant connus et sont sous le contréle d'oncogénes

cellulaires ou d'origine virale.

2.5.1 MMP-9 et cytokines-chemokines

MMP-9 est la MMP prépondérante exprimée chez les lymphocytes T et les macrophages.
L'induction de son expression chez ces cellules du systéme immunitaire se fait par les
cytokines pro-inflammatoires, telles que 1'lL-1 et le TNF-a, mais également par 1'IL-2
chez les cellules T et les cellules NK ("Natural Killer") (Johnatty et al., 1997; Sarén et
al., 1996; Kitson et al., 1998). Ce mécanisme participe & I'extravasation des cellules du
systtme immunitaire durant les réactions inflammatoires. De plus, la sécrétion de
chemokines, telle que RANTES, molécule ayant un pouvoir chimioattractif, induit
I'expression de MMP-9 chez les lymphocytes et vient ainsi faciliter le passage de ces
cellules a travers la barriére endothéliale et la matrice extracellulaire (Johnatty ef al.,
1997). En sécrétant des cytokines (IL-1 et TNF-a), les cellules T et les macrophages
peuvent induire l'expression de MMP-9 par les cellules stromales, comme les fibroblastes

et les kératinocytes, favorisant ainsi la réparation des tissus de I'épiderme en cas de

27



blessures (Han et al., 2001; Lyons et al., 1993). Mais ces mémes processus peuvent
participer au développement de maladies auto-immunitaires. Par exemple, I'expression de
MMP-9, induite par I'IL-1 et le TNF-a chez les fibroblastes synoviaux, contribue a la
dégradation du cartilage entourant les os, dans le cadre de l'arthrite rhumatoide (Unemori
et al., 1991). De plus, au niveau du cancer, les cytokines pro-inflammatoires, comme le
TNF-a et I'IL-6, pourraient jouer un réle dans la capacité des cellules tumorales a
développer des métastases, via, respectivement, l'induction de I'expression de MMP-9
chez les ostéosarcomes et les lymphomes non-Hodgkiniens (Kawashima et al., 1994;
Kossakowska et al., 1999).

Une fois les monocytes/macrophages activés, l'induction de I'expression de MMP-9 peut
étre réprimée par des cytokines immunosuppressives, telles que I'IL-4 et 'IL-10 (Lacraz
et al., 1992; Corcoran et al., 1992; Mertz et al., 1994); ce qui suggére une régulation
stricte de I'expression de MMP-9 chez ces cellules du systéme immunitaire. De plus, une
autre cytokine immunosuppressive, TGF-B, induit I'expression de MMP-9, mais inhibe
également l'induction de cette MMP par LPS chez les macrophages (Xie et al., 1994).
Ces effets contraires du TGF-f a également été observé chez des lignées métastatiques
issues de tumeurs secondaires versus des lignées dérivées de la tumeur primaire du
cancer de la prostate. Effectivement, les lignées métastatiques ont acquis la propriété
d'induire l'expression de MMP-9 en présence de TGF-B in vitro, contrairement aux
cellules issues de la tumeur primaire (Sehgal et al., 1996). Ce résultat suggére que la
régulation de la production de MMP-9 par les cytokines, dépend du phénotype
métastatique d'une cellule.

L’expression de MMP-9 peut donc étre modulée de fagon positive ou négative par les

cytokines.

2.5.2 MMP-9 et facteurs de croissance

Les facteurs de croissance, surexprimés durant I'embryogénése, facilitent la migration des
cellules souches, via l'induction de I'expression des MMPs. En effet, le trafic des cellules
souches hématopoiétiques de la moélle osseuse vers le sang semble dépendre de
'expression de MMP-9 chez ces cellules, qui peut étre induite par les facteurs de

croissance GM-CSF ("Granulocyte-macrophage colony-stimulating factor") et M-CSF
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("Macrophage colony-stimulating factor") (Janowska-Wieczorek et al., 1999). De tels
mécanismes participent également a la dissémination des cellules tumorales. Ainsi, 'EGF
("Epidermal growth factor"), 'IGF ("Insulin growth factor") et le NGF ("Nerve growth
factor") sont des facteurs de croissance respectivement impliqués dans la migration et
I'invasion des cellules cancéreuses de l'ovaire, du sein et des mélanomes, via l'expression
de MMP-9 (Ellerbroek et al., 1998; Mira ef al., 1999; Herrmann et al., 1993). De plus,
MMP-9 peut moduler la réponse des cellules tumorales & certains facteurs de croissance.
Par exemple, le clivage de IGFBP par MMP-9, protéine de liaison de I'GF qui empéche
la liaison de ce facteur de croissance a son récepteur, favorise la prolifération des
carcinomes de la prostate DU-145 (Manes et al., 1999). D’autres facteurs de croissance,
comme le PDGF, n’induisent pas I’expression de MMP-9, mais semblent agir en synergie
avec I’IL-1 ou le TNF-a chez des fibroblastes ou des cellules musculaires (Bond ef al.,
1998; Fabunmi et al., 1996).

Les facteurs de croissance sont donc plutdt per¢us comme des régulateurs positifs de

I’expression de MMP-9.

2.5.3 MMP-9 et molécules d'adhésion

Les molécules d'adhésion, impliquées dans la reconnaissance intercellulaire et l'ancrage
des cellules a la matrice extracellulaire, peuvent aussi moduler l'expression de MMP-9.
Ainsi, le contact direct de lymphomes T avec des cellules endothéliales induit une
expression bi-directionnelle de MMP-9, via l'intéraction ICAM-1/LFA-1 ("Intercellular
adhesion molecule-1/Lymphocyte function-associated molecule-1"), suggérant que
l'adhésion du lymphome aux cellules vasculaires favorise son potentiel invasif (Aoudjit et
al., 1998). Plusieurs études ont également montré que certaines protéines de la matrice
extracellulaire induisent 'expression de MMP-9 chez la cellule, par intéraction avec la
classe de molécules d'adhésion appelées intégrines, glycoprotéines transmembranaires
formées de l'association non-covalente de deux sous-unités o et . Par exemple, la
production de MMP-9 chez les kératinocytes, immortalisés par l'antigéne T, est
dépendante de l'intégrine asf; (DiPersio et al., 2000). De plus, la transfection de o
augmente le pouvoir invasif MMP-9-dépendant des kératinocytes malins in vitro

(Thomas et al., 2001). La surexpression d'une kinase liée aux intégrines (LIK) induisant
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un phénotype invasif, associé & une augmentation du niveau transcriptionnel de MMP-9
chez plusieurs lignées cellulaires continues, confirme la participation des intégrines aux

processus invasifs, via 'expression des MMPs (Troussard et al., 2000).

2.5.4 MMP-9 et facteurs de transcription

Le géne codant pour MMP-9 comprend 13 exons et a une longueur de 7,7 Kb (Huhtala et
al., 1991). La transcription de ce géne, qui génére un ARN messager de 2,5 Kb, est
modulée par une séquence régulatrice de 670 bp, incluant les sites de liaison pour les
facteurs de transcription AP-1, NF-kB, AP-2 et Sp-1 (Sato et Seiki, 1993). Ces sites de
liaison sont hautement conservés chez I'homme, la souris et le rat (Eberhardt et al., 2000).
Les mutations ou délétions des motifs NF-kB, AP-1 et Sp-1, respectivement localisés a
600, 79 et 558 nucléotides en amont du site d'initiation de la transcription, réduit ou abolit
la capacité du TNF-a de stimuler l'activité du promoteur d¢ MMP-9 chez les cellules
OST (ostéosarcomes) et HepG2 (hépatomes) (Sato et Seiki, 1993). De plus, l'activation
du promoteur de MMP-9 par I'oncogéne v-src chez les cellules HT1080 (fibrosarcomes)
est attribuée aux sites de liaison pour AP-1 (-79) et Sp-1 (boite GT & -52) (Sato et al.,
1993). L'oncogéne Ha-ras peut également activer le promoteur de MMP-9, via les sites
de liaison pour l'oncogéne PEA3/ets, adjacent & AP-1, et AP-1; mais bien que ces deux
sites semblent travailler en coopération, ils ne sont pas suffisant pour une induction
optimale de I'expression de MMP-9 par ras, étant donné que des mutations ou délétions
des sites de liaison pour Sp-1 (-558 et -52) et NF-kB (-600) inhibent partiellement
l'activité du promoteur de MMP-9 (Gum et al., 1996). Ces résultats ont été confirmé par
d'autres études montrant que la surexpression par transfection de c-jun, une composante
du facteur de transcription AP-1, et de ets, induisent I'expression de MMP-9 chez les
cellules du cancer du sein (Smith et al., 1999; Kaya et al., 1996). Des embryons murins
déficients en protéine junB, un autre membre du facteur AP-1, ont également démontré
une inhibition de l'expression de MMP-9 (Schorpp-Kistner et al., 1999).

MMP-9 a un profil d'expression spécifique du type cellulaire. Par exemple, elle est
exprimée uniquement par les ostéoclastes aux sites de formation des os durant le
développement de I'embryon de souris (Reponen ef al., 1994). Les éléments participant

au contréle cette régulation spécifique sont localisés dans la région -7745 a -2722 bp en
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amont du site d'initiation de la transcription (Munaut ef al., 1999). Récemment, un nouvel
élément du promoteur de MMP-9, appelé KRE-M9 (-66 a -57), proche du site de liaison
pour AP-1, a été identifi¢é comme étant responsable de la transcription de MMP-9, chez
des kératinocytes en différentiation (Kobayashi et al., 2001). De plus, l'instabilité des
régions de répétition des bases CA contenus dans le promoteur de MMP-9 rajoute un
niveau de régulation complexe de la transcription de cette enzyme (Shimajiri et al.,
1999).

L’induction de 1’expression de MMP-9 par les cytokines, tels que TNF-a, dépend donc
des sites de liaison AP-1, NF-kB et Sp-1.

2.5.5 MMP-9 et signaux de transduction

Les signaux de transduction conduisant a I'expression de MMP-9 les plus étudi€s sont
ceux médiés par l'oncogéne ras, un géne impliqué dans le développement du gliome
(Holland et al., 2000). Le gene ras code pour une protéine G, localisée a la membrane
cytoplasmique et qui posséde une activité GTPase. Elle sert d'aiguillage moléculaire liant
I'activation tyrosine kinase des récepteurs et non-récepteurs aux éveénements ultérieurs
cytoplasmiques et nucléaires. La protéine ras est couplée aux récepteurs de facteurs de
croissance, tels que I'EGF ou le PDGF, et favorise la prolifération, la différentiation, ainsi
que la survie des cellules (Buday et Downward, 1993; McGuire et al., 1996; Adjei,
2001). A la suite de l'activation des récepteurs de facteurs de croissance, ras, sous sa
forme activée, liée au GTP, utilise plusieurs effecteurs dont un des mieux caractérisés est
I'IP-3 kinase. En effet, en se liant directement a cette kinase, ras augmente son activité,
permettant ainsi l'activation des protéines sérine/thréonine kinase B (PKB/Akt),
effecteurs de I'IP-3 kinase (Rodriguez-Viciana et al., 1997; Kauffmann-Zeh et al., 1997).
Les PKB/Akt sont capables d'induire I'expression de MMP-9, via 'activation du facteur
de transcription NF-xB (Kim et al., 2001). De la méme fagon, I'activité IP-3 kinase est
impliquée dans la production de MMP-9 chez des cellules tumorales ovariennes,
stimulées a4 I'EGF (Ellerbroek et al., 2001). De plus, ras peut activer d'autres effecteurs,
tels que les MAPK ("Mitogen-activated protein kinase"), aboutissant ainsi a la
phosphorylation et 'activation de c-fos et de c-jun, protéines nécessaires a la formation

du complexe hétérodimére AP-1 (Khosravi-Far et al., 1998). Bien que les MAPK,
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comme ERK ("Extracellular signal-regulated kinase™), JNK ("c-jun N-terminal kinase")
et p38, semblent étre nécessaires a I'expression de MMP-9 (Gum et al., 1997; Simon et
al., 1998), d'autres voies de transduction ras-indépendentes, impliquant ces MAPK,
pourraient également jouer un role dans la production de cette enzyme (Genersch et al.,
2000).

L'expression de MMP-9 peut aussi étre inhibée. En effet, la transfection du géne KiSS
dans les cellules HT1080 réprime I'activation de I'expression de MMP-9 par les phorbol-
esters, par blocage de la translocation nucléaire de NF-xB (Yan et al., 2001).

D'autres types de régulation non-transcriptionnelle de MMP-9 ont été mis en évidence,
tels que des mécanismes augmentant la stabilit¢ de I'ARN messager (Sehgal et
Thompson, 1999) ou réprimant la sécrétion de MMP-9, via l'expression de la
glycoprotéine membranaire RECK ("Reversion-inducing-cysteine-rich protein with
Kazal motifs") (Takahashi et al., 1998).

L’expression de MMP-9 semble donc é&tre soumise a une régulation stricte, impliquant
différents mécanismes intracellulaires, ainsi que différents signaux de transduction. En
plus des mécanismes décrits ci-dessus, plusieurs études ont suggéré l'implication des

protéines kinase C (PKC) dans la régulation de la production de MMP-9.
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3. LES PROTEINES KINASE C

Les protéines kinase C (PKCs) ont été identifiées pour la premiére fois en 1977 (Inoue et
al.) comme des sérine/thréonine kinases cytoplasmiques phospholipide-dépendantes,
présentes dans des cellules de cerveau de rat. Ces molécules agissent en tant que seconds
messagers lorsque les cellules sont stimulées par des facteurs de croissance, des
hormones ou des neurotransmetteurs (Nishizuha, 1984). Au moins 10 membres
(isoformes) composent la famille des PKCs, dont chacun posséde des distinctions dans
leur profil d'expression tissulaire, leur localisation intracellulaire, ainsi que dans leur
fonction spécifique dans les signaux de transduction (Kiley et al., 1995; Misra-Press et
al., 1992; Nishizuha, 1988).

3.1 Classification et structure des PKCs

Les isoformes PKC sont regroupés en trois sous-classes, selon leur propriétés régulatrices
qui leur sont conférées par leur domaines protéiques spécifiques (Fig.3). Les PKCs
conventionnelles (cPKCs) ou classiques sont constituées des isoformes a, I, BII et y. Ces
isoformes peuvent étre activés par le Ca®* et/ou par le diacylglycérol (DAG) et les
phorbol esters. Les nouvelles PKCs (nPKCs) 8, €, 6 et n peuvent également étre activées
par le DAG et les phorbol esters mais leur activité est indépendante du Ca**. Finalement,
les PKCs atypiques (aPKCs), incluant PKC{ et PKCi (ou son homologue murin PKC)),
ne répondent pas au DAG/phorbol esters et au Ca®*. Chaque isoforme de PKC est le
produit d'un géne séparé, sauf l'exception des PKCBI et BII, produits de I'épissage
alternatif d'un méme géne.

Chaque isoforme consiste en une simple chaine polypeptidique comprenant deux
domaines structuraux bien définis : le domaine régulateur dans la portion N-terminale et
le domaine catalytique situé dans la portion C-terminale (Fig.3). La région régulatrice
posséde des motifs impliqués dans la liaison des co-facteurs phospholipidiques et du
Ca®*. Elle participe également aux intéractions protéine-protéine qui modulent l'activité et
la localisation des PKCs. La région C-terminale représente le domaine kinase qui posséde
les motifs de liaison a 'ATP (adénosine tri-phosphate) et du substrat de I'enzyme. Les
domaines régulateurs et catalytiques se connectent par l'intermédiaire d'une région

charniére hautement sensible aux clivages protéolytiques par des protéases cellulaires.
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Les enzymes possédent des régions hautement conservées entre les différents isoformes
de PKC (régions C1 a C4) et des régions variables (V1 a V5). La région C1 est présente
chez tous les isoformes. Elle contient un domaine auto-inhibiteur ou pseudosubstrat qui
se lie au site de liaison du substrat dans le domaine catalytique et garde I'enzyme dans un
état inactif en l'absence de co-facteurs et d'activateurs (Orr et al., 1992). La séquence
d'acides aminés du pseudosubstrat ressemble aux motifs de phosphorylation des substrats
de la PKC, mais posséde un acide aminé non-phosphorylé (l'alanine) au lieu d'une sérine
ou thréonine (House et Kemp, 1987).

La région C1 se caractérise par la présence de domaines riches en cystéine, impliqués
dans la liaison du second messager DAG et des phorbol esters chez les cPKCs et les
nPKCs (Burns et Bell, 1991; Ono et al., 1989). Tandis que les cPKCs et nPKCs
possédent deux copies de ces motifs en tandem, une seule copie est présente chez les
aPKCs.

La liaison du Ca®* chez les cPKCs implique la région C2, adjacente aux domaines riches
en cystéine. Une région C2 homologue est également présente chez les nPKCs, mais elle

s'est avérée incapable de lier le Ca®* (Sossin et Schwartz, 1993).

3.2 L'activation des PKCs
Les PKCs sont modulées par deux mécanismes indépendants : 1) par des co-facteurs,
promoteurs de l'association des PKCs a la membrane et 2) par phosphorylation,

mécanisme régulateur du site actif et de la localisation intracellulaire des PKCs.

3.2.1 Régulation par les co-facteurs

L'activation des PKCs se fait par des co-facteurs, tels que les phospholipides acides et le
Ca*. Le modéle accepté de l'activation des PKCs par les lipides est que la liaison du
DAG (ou phorbol esters), en présence du co-facteur phospholipidique, induit un
changement de conformation de la PKC, aboutissant au détachement du pseudosubstrat
de son site de liaison et donc a la libération du site catalytique de I'enzyme (Newton,
1995). Les domaines C2 et riches en cystéine ne sont pas les seules régions impliquées
dans la liaison du phospholipide : le pseudosubstrat, une fois libéré de son site de liaison,

pourrait aussi contribuer & la liaison de la PKC a la membrane, par l'intermédiaire de ses
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résidus basiques (Orr et Newton, 1992 -a et -b). Cette association membranaire se refléte
comme un déplacement de la localisation intracellulaire, appel€ translocation, de la PKC
cytoplasmique vers les compartiments membranaires des systémes cellulaires (Fig.4).

De plus, la réquisition de lipides différents pour des isoformes individuels de PKC
représente un mécanisme potentiel de contrdle de fonctions spécifiques dans les cellules.
Par exemple, le lipide phosphatidylglycérol stimule l'activité de PKCBII au niveau
nucléaire et induit la phosphorylation des substrats nucléaires de cet isoforme.
L'identification du site de liaison du phosphatidylglycérol au niveau du site catalytique de
PKCBII a rajouté un degré de complexité dans la régulation de l'activité PKC par les
lipides (Murray et Fields, 1998).

Le Ca?*, quant 4 lui, augmente I'affinité des cPKCs aux phospholipides anioniques (Bazzi
et Nelsestuen, 1990). De plus, il induit, & forte concentration, un changement de
conformation des cPKCs, entrainant la libération de leur site actif du pseudosubstrat et
conduit ainsi a l'activation de I'enzyme (Keranen et Newton, 1997).

Les phospholipides et le Ca** sont donc des co-facteurs importants dans I’activation des

PKCs.

3.2.2 Régulation par la phosphorylation

Les PKCs peuvent s'autophosphoryler sur les résidus sérine/thréonine et peuvent
également étre transphosphorylées sur des résidus tyrosine et sérine/thréonine par d'autres
kinases. La phosphorylation de la PKC est un événement qui contrdle la maturation de
l'enzyme, en plus de son activation ou inactivation.

Des expériences "pulse-chase" ont permis de démontrer que les PKCs sont phosphorylées
in vivo. En effet, la PKC est tout d'abord synthétisée sous forme de précurseur inactif
déphosphorylé. Une forme phosphorylée transitoire apparait ensuite, suivie d'une forme
mature (Borner et al., 1989). Cette forme mature cytoplasmique possede trois sites de
phosphorylation. La premiére phosphorylation résulte d'une transphosphorylation d'une
thréonine dans la boucle d'activation, rendant ainsi la kinase catalytiquement compétente
(Keranen et al., 1995) et permet également de contrdler la durée de l'activation de la PKC
et son taux de déphosphorylation (Bornancin et Parker, 1996). La deuxiéme

phosphorylation est une autophosphorylation sur une thréonine, importante pour la
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stabilité de la conformation catalytiquement compétente de la PKC (Edwards et Newton,
1997) et la résistance aux phosphatases (Bornancin et Parker, 1997). La troisiéme
phosphorylation provient d'une deuxiéme autophosphorylation sur une sérine et est
responsable de la dissociation de la PKC de la membrane cytoplasmique, permettant ainsi
son retour dans le cytoplasme aprés son activation (Feng et Hannun, 1998). La forme
mature est inactive et reste cytoplasmique jusqu'a la génération de DAG, permettant la
translocation de la PKC a la membrane, et ainsi, la libération du pseudosubstrat du site
catalytique (Fig.4).

Les PKCs peuvent étre également phosphorylées sur leur résidus tyrosine mais leur role
dans l'activation des PKCs demeure contreversé. En effet, alors que des études ont
montré l'absence d'effet de cette phosphorylation sur I'activité des PKCs (Li et al., 1996),
d'autres ont démontré une augmentation (Li ef al.,1994) ou une inhibition (Denning et al.,
1996). Récemment, Konishi ef al. (1997) ont rapporté que la phosphorylation des
tyrosine de plusieurs isoformes de PKCs, induite par un stress, est suffisante pour
prolonger I'activation des PKCs.

La phosphorylation des PKCs est donc essentielle a la régulation de leur activation, ainsi

que de leur activité.

3.3 La spécificité de substrat

Un grand nombre de protéine peut étre phosphorylé par les PKC in vitro ou in vivo. Ces
données, ainsi que celles provenant d'études utilisant des peptides synthétiques, ont
permis de déterminer un motif de phosphorylation consensus par les PKCs, soit :
RXXS/TXRX. Ces études soulignent l'importance des résidus basiques en N- et C-
terminale du résidu accepteur de phosphate. De cette fagon, plusieurs substrats artificiels
des PKCs, tels que les histones, la protamine et protamine sulfate, ont été identifiés et
utilisés dans des mesures d'activité (Toker, 1998). De plus, l'utilisation de librairies
peptidiques a permis de définir une sélectivité optimale pour des substrats de différents
isoformes PKC (Nishikawa et al., 1997). Ces résultats confirment 1' importance de
résidus basiques entourant les Ser ou Thr, et indiquent que, bien que la phosphorylation
optimale pour chaque PKC soit similaire, il existe des différences subtiles entre les

différents membres de la famille des PKCs, particuliérement entre les cPKCs, les nPKCs
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et les aPKCs. Toutes les PKCs préférent des résidus basiques aux positions -6, -4 et -2
aux Ser et Thr. Les cPKCs préférent aussi les résidus basiques en position +2, +3 et +4,
tandis que les nPKCs et les aPKCs privilégient les résidus hydrophobiques a ces
positions. Cette approche a permis 'établissement de recherche de données pour des
substrats potentiels de PKCs, ainsi qu'une explication de la sélectivité de substrat de
certaines PKCs par rapport a d'autres membres de la famille. Par exemple, les protéines
MARCKS ("Myristoylated alanine-rich C-kinase substrate"), sont phosphorylées par
toutes les PKCs, sauf PKC{ (Uberall et al., 1997); la ribonucléo-protéine hétérogene Al
(hnRNP A1) est efficacement phosphorylée par PKCE (Municio et al., 1995), mais pas
par les autres isoformes, tandis que le facteur d'élongation eEF-1a représente un bon
substrat pour PKC3 (Kielbassa et al., 1995). Malgré ces différences, il est clair que toutes
les PKCs préférent généralement phosphoryler des séquences trés similaires, suggérant
I'existence d'autres mécanismes pour discriminer la participation d'un isoforme particulier
dans le signal de transduction. Ces processus incluent la régulation par les co-facteurs,
décrits ci-dessus, et également une localisation cellulaire convenable de la PKC. Cette
localisation se réalise a l'aide de protéines d'ancrage, spécifiques aux PKCs activées,
nommées RACKs ("Receptor for activated C-kinase") (Mochly-Rosen et al., 1991(a);
Mochly-Rosen et al., 1991(b)). La liaison des PKCs aux RACKs assure un acces
approprié a leur substrats. De plus, d'autres protéines d'ancrage, AKAPs ("A-kinase
anchoring protein"), peuvent également se lier aux PKCs, ainsi qu'a d'autres kinases
(Faux et Scott, 1997). Finalement, une protéine interagissant directement avec le domaine
régulateur de PKC{, mais pas des autres PKCs, a été décrite et nommée ZIP ("Zeta-
interacting protein"). Elle serait importante pour la formation de complexes de PKC{
avec d'autres protéines qui assureraient leur liaison aux récepteurs des cytokines ou
facteurs de croissance (Puls et al., 1997).

La spécificité de substrat d’un isoforme PKC ne dépend pas uniquement de I’affinité de
cet isoforme pour le substrat, mais aussi de son état d’activation et de sa localisation

intracellulaire.
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3.4 Rdoledes PKCs

Les signaux de transduction médiés par les PKCs sont trés hétérogénes. En effet, les
différents isoformes PKC sont impliqués dans divers mécanismes cellulaires, tels que la
prolifération, la différentiation et I'apoptose (Dempsey et al., 2000). Au niveau du cancer,

les PKCs participent au contrdle de la croissance et du potentiel invasif des tumeurs.

3.4.1 PKCs et croissance tumorale

Le role potentiel des PKCs dans la carcinogénése provient originellement de 'observation
que ces molécules représentent des récepteurs cellulaires pour des agents promoteurs de
tumeurs, les phorbol esters (Kikkawa et al., 1982; Niedel et al., 1983). L'activation des
PKCs par les phorbol esters conduit & un phénotype transformé chez plusieurs types
cellulaires in vitro (Driedger et Blumberg, 1977; Colburn et al., 1979). De plus, la
surexpression constitutive des PKCs, induite par transfection, améne a une transformation
cellulaire (Housey et al., 1988; Persons et al., 1988).

Il a été démontré que l'activité des PKCs peut exercer des effets régulateurs positifs et
négatifs sur la prolifération cellulaire, dépendamment du type cellulaire. De plus, les
isoformes individuels des PKCs peuvent jouer des rdles distincts dans les processus de
transformation, ainsi que dans la croissance cellulaire, a l'intérieur du méme type de
cellule. Par exemple, la surexpression de PKCBI et y cause une transformation maligne
chez des fibroblastes de rat et augmente la tumorigénicité des fibroblastes transformés
NIH3T3 chez la souris nude (Housey et al., 1988; Persons et al., 1988), alors qu'une
activité élevée de PKCP est associée a une baisse de la prolifération des mélanocytes et
des carcinomes du colon (Yamanishi et al., 1991; Choi et al., 1990). L'expression
excessive de l'isoforme PKCo induit une augmentation du taux de prolifération des
fibroblastes Swiss 3T3 (Eldar ef al., 1990), mais conduit également a une inhibition de la
croissance des mélanocytes (Yamanishi et al., 1991). Chez les fibroblastes de rat, PKCe
joue le role d'oncogéne lorsqu'il est surexprimé (Cacace et al., 1993), tandis que PKCS
etal., 1993).

L'état d'activation des PKCs varie aussi de fagon significative chez différents types de

tumeur. En effet, les mesures d'activité PKC sont généralement élevées dans les cellules
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tumorales, comme les carcinomes du sein ou adénomes de I'hypophyse, comparativement
au tissu normal entourant la tumeur (O'Brian et al., 1989; Alvaro et al., 1992). Par contre,
d'autres groupes ont montré une diminution de l'activit¢é PKC chez les carcinomes du
colon (Kopp et al., 1991; Guillem et al., 1987).

Au niveau du gliome, les lignées cellulaires possédent une activité PKC trés élévée, par
rapport aux astrocytes normaux, et cette activité correle avec le taux de croissance de ces
cellules tumorales (Couldwell et al., 1992; Yong, 1992). De plus, une surexpression de
certains isoformes PKCs, telles que PKCa, a été démontré par immunohistochimie et
immunobuvardage de type Western chez des astrocytes néoplasiques versus des
astrocytes normaux (Benzil et al., 1992). Cette surexpression est due a une augmentation
du taux d'ARN messagers de PKCa, détectée chez les gliomes, et notamment chez la
lignée cellulaire C6 (Baltuch et al., 1995; Chen, 1993). L'inhibition de l'expression de
cette PKC, a l'aide d'oligonucléotides antisens, réduit considérablement la prolifération
des cellules C6 et des glioblastomes U-87, confirmant le role prépondérant de PKCa dans
la croissance du gliome (Dooley et al., 1998; Yazaki et al., 1996).

Le fait que l'expression des isoformes PKCs, ainsi que les profils de réponses cellulaires
médiées par les PKCs sont distincts chez plusieurs cancers d'origine différente, suggere
des fonctions spécifiques pour ces isoformes dans les cellules néoplasiques. Ce qui est en
adéquation avec l'observation que chaque isoforme PKC posséde une spécificité de
substrat différente et que I'expression de ces isoformes est associée & la disponibilité du

substrat dans la cellule (Dekker et Parker, 1994).

3.4.2 PKCs et invasion tumorale

Il existe une corrélation entre le potentiel métastatique et l'activité PKC de plusieurs types
de tumeurs, incluant les cellules leucémiques et les mélanomes (Aflalo et al., 1992;
Gopalakrishna et Barsky, 1988). De plus, l'utilisation d'inhibiteurs PKC, non-spécifiques
d'isoformes, réduit l'invasion in vitro des cancers ovariens et rénaux (Kobayashi et al.,
2001; Engers et al., 2000), ainsi que celle des lignées de gliomes humains (Park et al.,
2000; Uhm et al., 1996). Plusieurs études ont mis en évidence le rdle des cPKCs dans
l'invasion tumorale. En effet, 'augmentation de Ca®* intracellulaire, induite par déplétion

génétique de la mitochondrie, active les cPKCs, qui contribuent aux processus invasifs in
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vivo et in vitro des myoblastes C2C12, par induction de I'expression de la cathepsine L,
une protéase capable de dégrader la matrice extracellulaire (Amuthan ef al., 2001). De
plus, la surexpression de PKCa dans les cellules intestinales HT-29 M6, favorise la
motilité et I'invasion de ces cellules dans des extraits de cceur embryonnaire de poulet
(Batlle et al., 1998). Tandis que PKCP semble contrdler le pouvoir invasif in vitro des
mélanomes dépendent de l'intégrine o83 (Khatib et al., 2001), PKCS induit le relarguage
de TGF@ et augmente ainsi le potentiel métastatique des mélanomes (LaPorta et Comolli,
2000). Ce qui suggere l'implication de classes de PKCs, autres que les cPKCs, dans le
contrle de l'invasion tumorale.

Ce contrdle par les PKCs pourrait se faire au niveau de la régulation de l'expression de
MMP-9. En effet, bien que de nombreuses €tudes ont montré I'implication des PKCs dans
la régulation de l'expression de MMP-9, en utilisant des inhibiteurs non-spécifiques
d'isoformes PKC (Segain et al., 1996; Fabunmi ef al., 1996; Tremblay et al., 1995), peu
se sont attardées sur le role spécifique de ces différents isoformes. Ainsi, les cPKCs,
PKCB et a, sont respectivement impliquées dans le contrdle de la régulation positive de
'expression de MMP-9 chez les macrophages activés au PMA (Xie et al., 1998), et
négative, lorsque ceux-ci sont stimulés au LPS (St-Denis et al., 1998). De plus,
l'expression de MMP-9, chez le gliome, semble dépendante des PKCs, étant donné que la
Calphostine C, un inhibiteur non-spécifique d'isoformes PKC, bloque l'induction de
l'expression de MMP-9 par le PMA chez les glioblastomes humains SNB19 (Chintala et
al., 1998). Ainsi, des molécules impliquées dans I’activation des PKCs, telles que les

phosphoinositide kinases, pourraient également moduler I’expression de MMP-9.
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4. LA FAMILLE DES IP-3 KINASES

4.1 Le phosphatidylinositol et ses dérivés

Le phosphatidylinositol, un composant de la membrane des cellules eucaryotes, est
unique parmi les phospholipides car il peut étre phosphorylé a de multiples groupements
hydroxyls libres, présents au niveau de la téte du phospholipide. Plusieurs dérivés
phosphorylés du phosphatidylinositol, appelés phosphoinositides, ont été identifiés chez
les cellules eucaryotiques, de la levure aux mammiféres. Les phosphoinositides sont
impliqués dans divers processus cellulaires, tels que la prolifération, la survie,
’organisation du cytosquelette et le transport de glucose. Les enzymes qui phosphorylent
le phosphatidylinositol et ses dérivés, sont les phosphoinositide kinases. Bien que le
phosphatidylinositol (PtdIns) représente un faible pourcentage du total des
phospholipides cellulaires, il joue un réle crucial dans les signaux de transduction, en tant
que précurseur de plusieurs second messagers moléculaires. Son groupement inositol
contient cinq hydroxyls libres qui peuvent étre potentiellement phosphorylés (Fig.5).
Ainsi, plusieurs dérivés de PtdIns peuvent exister dans la cellule, chacun ayant une
fonction unique (Divecha et Irvine, 1995). Jusqu’a présent, les phosphoinositides
cellulaires suivants ont été identifiés : PdtIns-3-phosphate (PdtIns-3-P), PdtIns-4-
phosphate (PdtIns-4-P), PdtIns-5-phosphate (PdtIns-5-P), PdtIns-3-4-bisphosphate
(PdtIns-3-4-P,), PdtIns-4-5- bisphosphate (PdtIns-4-5-P;) et PdtIns-3-4-5-trisphosphate
(PdtIns-3-4-5-P3). PdtIns-4-P et PdtIns-4-5-P, représentent respectivement 60% et 30%
du total des phosphoinositides dans la cellule (Fruman et al., 2001). Deux fonctions
générales ont été associées aux dérivés du PdtIns : 1) de servir de substrats aux
phospholipases pour la génération de second messagers, soit 1’inositol phosphate soluble
(et membranaire, associée au DAG); 2) d’interagir directement avec des protéines
intracellulaires, affectant leur localisation et/ou leur activité. Ainsi, plusieurs fonctions
cellulaires spécifiques ont été associées a des phosphoinositides individuels (Toker et
Cantley, 1997; Vanhaesebroeck et al., 1997; Rittenhouse, 1996).

Parmi les phosphoinositide kinases, la famille des IP-3 kinases a été largement étudiée,
depuis la découverte de I’association de son activité a certaines protéines virales

oncogéniques (Cantley et al., 1991). La famille des IP-3 kinases comprend trois classes,
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définies selon I’homologie de structure de chaque membre et dont la nomenclature est
due a Domin et Waterfield (1997).

4.2 La classe I des IP-3 kinases

4.2.1 Structure

Les IP-3 kinases de la classe I sont des protéines hétérodimériques, comprenant une sous-
unité catalytique de 110-120 kDa associée a une sous-unité régulatrice. Trois IP-3 kinases
partageant 42-58% d’identité au niveau de leur séquence amino-acide ont été clonées
chez les mammiféres et désignées p110a, p110p et p1108 (Vanhaesebroeck et al., 1997;
Hu et al., 1993). Chacune de ces protéines contient une région N-terminale qui intéragit
avec les sous-unités régulatrices, un domaine se liant aux protéines G ras, un domaine
PIK homologue a une région présente chez d’autres phosphoinositide kinases, et un
domaine C-terminal catalytique (Fig.7). Des génes reliés a p110 ont été clonés chez
d’autres organismes eucaryotes, tels que C. elegans, Drosophila melanogaster et
Dictylostelium discoideum (Morris et al., 1996; Leevers et al., 1996; Zhou et al., 1995).
L’ensemble des produits de ces génes constitue la classe Ia.

Les sous-unités régulatrices qui s’associent a la classe Ia des IP-3 kinases, sont souvent
appelées p85, ce qui correspond au poids moléculaire des deux premiers isoformes
purifiés (Carpenter ef al., 1990) et clonés : p85a et p85p8 (Escobedo et al., 1991; Otsu et
al., 1991; Skolnik et al., 1991). Les protéines p85 ne possédent pas d’activité
enzymatique connue mais sont composées de plusieurs domaines homologues a ceux
trouvés chez d’autres protéines impliquées dans les signaux de transduction. Ces
domaines se définissent en tant que modules car ils peuvent fonctionner séparément du
reste de la protéine. p85a et p85B contiennent un domaine 3 homologue a src (SH3) en
N-terminal, deux ou trois segments riches en proline, une région homologue aux
protéines GTPase-activatrices des protéines G rho (rho-GAPs), et deux domaines 2
homologues a src (SH2) (Fig.7). La région située entre les deux domaines SH2 est
nécessaire et suffisante pour I’intéraction de la région N-terminale des sous-unités p110.
Le géne p85a peut subir un épissage qui génére deux protéines plus petites, p50a et p55a

(Antonetti et al., 1996; Inukai et al., 1996). Ces protéines ont une région N-terminale
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unique de 6 et 35 acides aminés, respectivement. Leur partie C-terminale est commune a
p85a, incluant le second motif riche en proline, les domaines SH2 et le domaine inter-
SH2 (Fig.7). Un troisieme géne, p55y, code pour une protéine dont la structure est
homologue a p55a (Pons et al., 1995). Pour I’instant, il n’existe aucune preuve que les
différents isoformes des sous-unités régulatrices s’associent préférentiellement a
différents isoformes p110 (Vanhaesebroeck et al., 1997). Mais quelques données
suggérent que différentes sous-unités p85 pourraient s’associer a différents sous-types de
protéines intracellulaires, telle que I’un des substrats du récepteur de I’insuline (Shepherd
et al., 1997; Baltensperger et al., 1994, Reif et al., 1993).

Une protéine, ayant 36% d’homologie en acides aminés 4 p110a., a été également clonée
et nommée pl10y (Stoyanov et al., 1995; Stephens et al., 1994). pl110y contient le
domaine PIK, un domaine kinase, et un domaine de liaison a ras, mais différe des IP-3
kinases de classe Ia dans la région N-terminale et n’intéragit pas avec p85 (Fig.7). Cette
caractéristique a permis de déterminer la classe Ib des IP-3 kinases. p101, la possible
sous-unité régulatrice pour p110y, ne posséde aucune homologie reconnaissable a
d’autres protéines (Stephens ef al., 1997). Les régions d’intéractions entre p101 et p110y

n’ont pas été cartographiées.
4.2.2 Activité et régulation

4.2.2.1 Activité

In vitro, toutes les PI-3 kinases de la classe I sont capables de phosphoryler Pdtlns,
PdtIns-4-P ou PdtIns-4-5-P, sur la position hydroxy libre en 3’ (Fig.5). La classe Ia est
aussi capable de phosphoryler PdtIns-5-P in vitro (Rameh et al., 1997). Mais, in vivo, les
agonistes qui stimulent ces enzymes, causent principalement une augmentation des
niveaux cellulaires de PdtIns-3-4-P; et de PdtIns-3-4-5-P3. De plus, des études cinétiques,
utilisant des cellules marquées au *2P, suggérent que PdtIns-3-4-P, pourrait étre produit
en partie grace a I’action de S-phosphatases sur PdtIns-3-4-5-P; (Stephens et al., 1991).
Ainsi, la classe I pourrait étre plutdt spécifique pour PdtIns-4-5-P, in vivo. Egalement, le

domaine inter-SH2 de p85a se lie & PdtIns-4-P et PdtIns-4-5-P, in vitro (End et al.,
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1993); cette propriété pourrait permettre la présentation de ces substrats aux sous-unités
catalytiques ou de concentrer I’enzyme dans les membranes riches en ces lipides.

Les IP-3 kinases possédent une activité protéine kinase intrinséque qui est inséparable de
leur activité lipide kinase (Stoyanova et al., 1997; Carpenter et al., 1993). En fait, toutes
les phosphoinositides kinases contiennent plusieurs résidus clé conservés dans le domaine
catalytique des protéines kinases classiques. Les substrats majeurs de 1’activité protéine
kinase des IP-3 kinases de classe I sont les résidus sérine situés a I’intérieur de la sous-
unité catalytique elle-méme et/ou de la sous-unité régulatrice associée. Ainsi, pl10a
phosphoryle p85a au niveau de la sérine 608; de cette phosphorylation découle une
inhibition de I’activité lipide kinase (Carpenter et al., 1993). p110§ préfére I’auto-
phosphorylation a la phosphorylation inter-unité, et son auto-phosphorylation inhibe
également son activité enzymatique (Vanhaesebroeck et al., 1997). Par contre, pl10y
peut s’auto-phosphoryler sans affecter son activité (Stoyanova et al, 1997). Les
complexes p85/p110 peuvent phosphoryler le substrat-1 du récepteur de I’insuline (IRS-
1) in vitro et possiblement in vivo (Lam et al., 1994). Les autres substrats protéiques pour
la classe I des IP-3 kinases n’ont pas été identifiés in vivo.

L’activité protéine kinase de IP-3 kinase peut donc moduler I’activité lipide kinase.

Cette activité kinase (lipide et protéique) des IP-3 kinases de classe I peut étre inhibée par
un métabolite provenant d’algues, la wortmannin. La concentration inhibitrice a 50%
(ICsp) varie entre 1 et 10 nM sur les enzymes isolées. Des concentrations similaires sont
requises pour inhiber p85/p110 in vivo, & en juger les effets sur ’activité de I’enzyme
immunoprécipitée a partir de cellules traitées avec la drogue. La wortmannin inhibe de
fagon irréversible p110a par liaison covalente a la lysine 802 (Wymann et al., 1996), un
résidu requis pour I’activité catalytique qui est conservé chez toutes les phosphoinositides
kinases (et les protéines kinases). Un second inhibiteur pharmacologique, Ly294002, a
été décrit comme étant un inhibiteur réversible de la classe I, avec une ICsg
d’approximativement 1uM (Vlahos et al., 1994). La wortmannin et le Ly294002 ont été
largement utilisés pour étudier le réle physiologique des IP-3 kinases de classe I dans
plusieurs réponses cellulaires. Malheureusement, certaines de ces études doivent étre ré-
interprétées, étant donné I’émergence de nouvelles preuves montrant que de hautes

concentrations de ces composés peuvent également inhiber d’autres enzymes, telles que
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la PdtIns4Kf (Meyers et Cantley, 1997), ainsi que les protéines kinases TOR (Brunn et
al., 1996) et DNA-PK (Hartley et al., 1995).

4.2.2.2 Régulation

L’activité de la classe Ia des IP-3 kinases est modulée via leur intéraction avec les
protéines G ras (Fig.6). De nombreux signaux extracellulaires activent ras en augmentant
le ratio GTP 1i¢/GDP. Ainsi, ras-GTP intéragit avec plusieurs effecteurs, dont p110a.
Son activité est augmentée in vitro et in vivo par ras-GTP (Rodriguez-Viciana et al.,
1994). De plus, ’expression de dominant-négatifs de ras peut interférer dans la
production de phosphoinositides phosphorylés en 3’ (Rodriguez-Viciana et al., 1996).
Egalement, des mutants du domaine effecteur de ras n’intéragissent plus avec IP-3 kinase
chez certaines réponses cellulaires dépendantes de ras (Khwaja et al., 1997; Rodriguez-
Viciana et al., 1997).

L’activité et la localisation cellulaire des sous-unités catalytiques des IP-3 kinases de
classe I sont aussi modulées par les protéines p85. p85 et ses protéines reliées sont
souvent considérées comme des protéines adaptatrices, car elles possédent plusieurs
domaines agissant en tant que modules et ayant la capacité d’intéragir avec d’autres
protéines de signalisation. Par exemple, le domaine SH2 se lie sélectivement a des
résidus phosphotyrosyl (pTyr) de séquences spécifiques. Chez toutes les protéines p85
connues, les régions N-terminale SH2 (N-SH2) et C-terminale SH2 (C-SH2) se lient
préférentiellement a des polypeptides contenant le motif p-Tyr-X1-X2-Met (Zhou et al.,
1993). Une seconde méthionine ou valine en position X1 augmente 1’affinité de liaison,
notamment pour le domaine N-SH2 (Zhou et al., 1993). Des peptides synthétiques
contenant les motifs tandem pTyr-Met-X-Met (pYMXM) se lient & haute affinité aux
protéines p85 et augmentent ’activité catalytique de 2 & 3 fois in vitro des sous-unités
p110 associées (Carpenter et al., 1993; Backer et al., 1992).

De nombreux stimuli induisent la phosphorylation des motifs YMXM, qui recrutent les
complexes p85/p110 et ainsi augmentent ’activité IP-3 kinase (Duckworth et Cantley,
1996). La plupart des agonistes qui activent pl110 via les intéractions p85/pYMXM,
activent également ras, lui-méme un activateur de p110 (¢f ci-dessus). Par exemple, le

polyome mT possede une séquence YMXM pour intéragir avec IP-3 kinase et d’autres
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résidus tyrosine qui médient les intéractions aboutissant a I’activation de ras. Des
mutants du polyome mT sont incapables d’activer ras, ainsi que la production des
phosphoinositides phosphorylés en 3°, méme lorsque le motif YMXM est intact (Ling ef
al., 1992; Druker et al., 1990). De nombreuses protéines contenant le motif YMXM sont
associées a la membrane, tel que ras. Ainsi, le recrutement des complexes p85/p110, non
seulement augmente son activité catalytique IP-3 kinase, mais aussi induit sa
translocation du cytoplasme a la membrane, ol résident ses substrats et potentiels
activateurs.

Le domaine SH2 de p85 se lie aussi aux phosphoinositides, notamment au PdtIns-3-4-
5Ps, in vitro (Rameh et al., 1995). 11 existe une compétition entre la liaison du lipide aux
domaines SH2 et des peptides contenant des résidus pTyr, ce qui suggére que la
production de PdtIns-3-4-5P; par IP-3 kinase activée, induit une dissociation du complexe
p85/phosphopeptide de son site d’ancrage pYMXM. Ce modéle est supporté par le fait
que le traitement & la wortmannin stabilise les intéractions p85/pTyr dans la cellule
(Rameh et al,, 1995). Il est aussi possible que la liaison du lipide module
allostériquement I’activité enzymatique ou influence son attachement a la membrane.

Les domaines SH3 sont connus pour intéragir avec les séquences riches en proline, ayant
un motif consensus @-P-p-@-P, ou P est une proline invariante, p une proline faiblement
conservée et @ un acide aminé aliphatique (Sparks et al., 1996). Ce motif forme une
hélice de polyproline de type I, qui pénétre a I’intérieur de la plate-forme hydrophobique
du domaine SH3 (Feng et al., 1994). Des protéines de fusion p85c. SH3 ont sélectionnées
plusieurs partenaires protéiques possibles provenant d’extraits de cerveau de beeuf,
incluant la GTPase dynamine (Booker et al., 1993). De plus, le domaine SH3 de p85a
peut intéragir avec les motifs riches en proline de p85 (Kapeller et al., 1994). Les
associations intramoléculaires entre ces 2 modules pourraient empécher la liaison
d’autres partenaires de haute affinité dans les cellules non-stimulées.

Les motifs riches en proline de p85a sont impliquées dans la liaison des domaines SH3
de la famille des src kinases, incluant src lui-méme, Ick, Iyn et fyn (Kapeller et al., 1994,
Karnitz et al., 1994; Pleiman et al., 1994; Liu et al., 1993; Vogel et Fujita, 1993). Le
domaine SH3 des tyrosine kinases cytoplasmiques abl/ peut aussi s’associer a p85a

(Kapeller et al., 1994). La liaison de lyn et fyn se fait de fagon plus efficace par le motif
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N-terminal de p85a que par celui du C-terminal (Pleiman ef al., 1994). La séquence de la
région riche en proline de p85p différe considérablement de celle des régions analogues
de p85a. De plus, p858 posséde un troisiéme motif PPXP entre le domaine C-SH2 et C-
terminal. Ainsi, p858 pourrait sélectionner un autre type de protéines contenant le
domaine SH3 in vivo. Les sous-unités régulatrices p50a, p55a et p55y possédent un seul
motif polyproline et n’ont pas le motif N-terminal, impliqué dans la liaison de src.

La liaison des protéines kinase de la famille src via leur domaine SH3 aux motifs riches
en proline de p85 ne dépend pas de modifications post-traductionnelles. Les structures
cristallographiques de src et Ack dans leur état inactif montre que le domaine SH3
endogéne fait un contact intramoléculaire avec I’hélice polyproline (Sicheri et al., 1997,
Xu et al., 1997). L’association intermoléculaire entre la famille des src et p85 doit donc
requérir la libération des contacts intramoléculaires a I’intérieur de chaque protéine. Ce
mécanisme est supporté par le modéle d’association entre la phosphoprotéine cb! et p85a.
En effet, la liaison des résidus pTyr de cb/ aux domaines SH2 de p85c. induit I’exposition
du domaine SH3 pour permettre ses intéractions de haute affinité aux motifs riches en
proline de cbl (Soltoff ef al., 1996).

La région homologue a rho-GAP de p85a n’a aucune activité promotrice GTPase in vitro
envers les protéines G rho, rac et cdc42. La structure cristallographique du domaine rho-
GAP de p85a est similaire aux rho-GAPs, mais ne posséde pas 5 résidus conservés,
importants pour la catalyse (Barrett ef al., 1997, Rittinger et al., 1997; Musacchio et al.,
1996). Malgré tout, le domaine rho-GAP de p85a se lie de fagon GTP-dépendante a rac
et cdc42 in vitro (Tolias et al., 1995; Zheng et al., 1994). Ainsi, il est possible que rac
et/ou cdc42 modulent les complexes p85/p110 comme ras, ou aident a la localisation de
ces complexes dans des régions spécifiques de la cellule. Etant donné que la région
homologue & rho-GAP de p85a se situe entre le domaine SH3 et son second motif
polyproline, dans la structure primaire, la liaison des protéines G pourrait empécher ou
augmenter les intéractions intramoléculaires décrites ci-dessus. La région rho-GAP de
p85P est 42% identique a celle de p85a, et manque également les résidus importants pour
’activité promotrice GTPase (Musacchio ef al., 1996; Otsu et al., 1991).

p110y différe des autres enzymes de classe I car elle peut étre directement activée par les

sous-unités o et y des protéines G hétérotrimériques (Lopez-Ilasaca et al., 1997; Tang et

47



Downes, 1997; Stoyanov et al., 1995; Stephens et al., 1994). Par exemple, la liaison du
ligand des récepteurs serpentine, couplés aux protéines G, augmente le niveau des PdtIns
phosphorylés en 3’ via pl110y (Lopez-llasaca et al., 1997). p101 peut se lier aux sous-
unités a ety des protéines G et, ainsi, étre directement activée (Stephens et al., 1997). Les
complexes p85/p110 peuvent également étre activés par les sous-unités o et y, mais
seulement en présence de peptides pTyr, qui se lient aux domaines SH2 de p85 (Tang et
Downes, 1997; Okada et al., 1996). Par contre, I’activité de p110y/p101 n’est pas affectée
par ces peptides phosphotyrosyl. pl10y contient aussi un domaine de liaison 4 ras. Bien
que pl10y s’associe & ce dernier in vitro, aucun rdle de ras n’a pu étre démontré dans
’activation de p110y (Rubio et al., 1997).

La régulation de I’activité IP-3 kinase peut donc se faire par les petites protéines G, tels
que ras qui s’associe a p110, ou rho et rac qui s’associent a p85a.. p85a peut également
s’associer aux molécules de la famille de src via ses domaines SH2/SH3. Le but de ces
intéractions permet d’augmenter I’activité IP-3 kinase, et également de faciliter sa

localisation intracellulaire.
4.3 La classe II des IP-3 kinases

4.3.1 Structure

Les IP-3 kinases sont des protéines de haut poids moléculaires (170-210 kDa), contenant
un domaine PIK et un domaine catalytique, similaire a 45-50% a celui de la classe I
(Fig.7). Les geénes de classe II ont été clonés chez I’homme, la souris, D. melanogaster,
D. discoideum et C. elegans (Domin et al., 1997; Molz et al., 1996; Virbasius et al.,
1996; MacDougall et al., 1995; Zhou et al., 1995). Chacune de ces protéines posséde une
région C-terminale, homologue aux domaines C2; ainsi, la classe II a été nommée cpk
("C2 containing phosphoinositide kinase"). Les domaines C2 se retrouvent également
chez certains isoformes PKCs Ca®*-dépendants (cf chapitre 3). Mais chez les IP-3 kinases
de classe II, certains résidus Asp, importants pour la liaison du Ca**, sont absents. Ainsi,
I’'IP-3 kinase de classe II de drosophile se lie aux phospholipides acides, mais de fagon
indépendante du Ca®* (MacDougall et al., 1995). De plus, les cpka et p de mammiféres

ont un motif additionnel nommé PX, retrouvé chez les protéines phox-40 et phox-47, qui
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sont associées a la NADPH oxidase (Fig.7). La fonction des domaines PX est, pour

I’instant, inconnue.

4.3.2 Activité et régulation

In vitro, les IP-3 kinases de classe II phosphorylent préférentiellement PdtIns et PdtIns-4-
P, alors que la cpka humaine phosphoryle Pdtlns-4-5-P, en présence de
phosphatidylsérine (Domin et al., 1997). Les enzymes de drosophile, de souris et
d’origine humaine, différent significativement dans leur sensibilité a I’inhibition par la
wortmannin (les valeurs d’ICsp sont 5, 50 et 450 nM, respectivement) (Domin et al.,
1997; Virbasius et al., 1996, MacDougall ef al., 1995). La régulation de I’activité des

enzymes de classe II ainsi que les lipides produits in vivo n’a pas encore été définie.

4.4 La classe ITI des IP-3 kinases

4.4.1 Structure

Le prototype des IP-3 kinases de la classe III a été d’abord identifié chez des mutants
ayant un déficit dans le transport des protéines de la vacuole chez la levure (Herman et
Emr, 1990). Le géne correspondant, VPS34, a été cloné et est essentiel au transport des
protéines nouvellement synthétisées du Golgi a la vacuole, un organelle similaire au
lysosome chez les eucaryotes supérieurs. Cette protéine de levure a une activité lipide
kinase et posséde de nombreuses homologies de séquence avec p110, dont notamment le
domaine PIK (Fig.7; Schu et al., 1993).

4.4.2 Activité et régulation

Les IP-3 kinases de classe III phosphorylent uniquement PdtIns, ce qui les différencie des
autres classes, qui ont un plus large spectre de substrats. Bien que VPS34 de levure est
relativement insensible a la wortmannin (ICs de 2.5 uM), ses homologues chez I’homme
et la drosophile sont inhibées & des valeurs d’ICsp de 2-10 nM. De plus, le traitement a la
wortmannin diminue le taux de PdtIns-3-P dans les plaquettes sanguines (Kovacsovics et
al., 1995; Toker et al., 1995).

49



La protéine de levure VPS34 s’associe & une autre protéine, VPS15, aussi requise pour la
sortie des vésicules (Stack et al., 1993). VPS15 est une sérine/thréonine kinase qui
recrute VPS34 aux membranes et augmente son activité lipide kinase. Chez ’homme, le
geéne codant pour une protéine identique & 30% en acide aminés a VPS15 a été clonée.
Cette protéine joue le rdle de protéine adaptatrice pour les IP-3 kinases de classe III
(Panaretou et al., 1997). Le role et la régulation des enzymes de classe III restent a

déterminer.

4.5 IP-3 kinases et cancer

L’intérét initial de I’étude des IP-3 kinases provient du fait que ces kinases sont capables
de s’associer a des oncoprotéines virales, telles que src, abl et ’antigéne T; ce qui
suggere I’implication des IP-3 kinases dans la transformation maligne des cellules. En
effet, des formes mutantes de ces protéines virales perdent la capacité de former les
complexes avec IP-3 kinase, d’ou une diminution de I’activité transformante de ces
oncogénes (Varticovski et al., 1991; Fukui et al., 1989; Courtneidge et al., 1987,
Whitman et al., 1985). La formation de complexes IP-3 kinase/oncoprotéines induit
Pactivation de IP-3 kinase et donc une augmentation des taux de PdtIns phosphorylés.
Ainsi, il existe une corrélation entre le taux intracellulaire de phosphoinositides et
I’efficacité de transformation (Cantley et al., 1991; Fukui et al., 1991; Varticovski et al.,
1991).

La question d’une activité indépendante oncogénique de IP-3 kinase est restée sans
réponse jusqu’en 1997, ot un géne viral analogue a la sous-unité catalytique p110 a été
découvert dans le génome de ASV 16 ("avian sarcoma virus 16") (Chang et al., 1997).
Les études portant sur le potentiel transformant de ce géne, nommé p3k, ont montré qu’il
pouvait induire une transformation morphologique des fibroblastes embryonnaires de
poulet in vitro (Chang et al., 1997). La transformation des cellules par le géne p3k
s’accompagne d’une augmentation drastique de I’activité des protéines kinases B (PKB),
codées par le proto-oncogéne Akt (Chang et al., 1997). En effet, les PKB/Akt sont
directement activées par les produits de IP-3 kinase (Klippel et al., 1997; Burgering et
Coffer, 1995), ou par les phosphoinositide kinases, nommées PKD, effecteurs directs de
IP-3 kinase (Le Good et al., 1998). L’activation des PKB/Akt permet un blocage partiel
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des processus apoptotiques et est impliquée dans la survie cellulaire (Kulik et al., 1997,
Khawja et al., 1997; Kauffmann-Zeh et al., 1997). En plus de ’activation du signal
dépendent des PKB, I’activation de plusieurs proto-oncogénes, tels que ras, aboutissant a
I’augmentation de I’activité du facteur de transcription AP-1, joue possiblement un role
dans I’effet transformant médié par IP-3 kinase (Huang et al., 1997).

A la transformation cellulaire s’associe une réorganisation du cytosquelette d’actine
(Rodriguez-Viciana et al., 1997; Janmey, 1994; Bar Sagi et Feramisco, 1986). IP-3
kinase semble jouer un rdle essentiel dans la réorganisation des filaments d’actine de la
cellule, via les protéines G rac, possibles effecteurs de IP-3 kinase (Coso et al., 1995;
Hawkins et al., 1995; Hill et al., 1995; Minden et al., 1995; Zheng et al., 1994), ou via
PdtIns-4-5-P,, substrat de IP-3 kinase, qui intéragit avec les protéines se liant a I’actine,
et stimule ainsi sa polymérisation (Hartwig et al., 1995; Tolias et al., 1995; Chong et al.,
1994; Janmey, 1994). L’activation de IP-3 kinase par des facteurs mitogéniques induit
une diminution du taux de PdtIns-4-5-P; lié a I’actine, et donc, une dépolymérisation
(Fukami et al., 1994, Fukami et al., 1992).

La découverte d’une activité oncogénique de IP-3 kinase est la preuve du réle important
de cette enzyme dans la carcinogénése et la croissance tumorale. En fait, quelques
données ont montré un changement du taux des phosphoinositides durant la progression
de tumeurs malignes (Bordoni et al., 1992). De plus, une activation significative de IP-3
kinase a été observée chez 79% des tumeurs du sein, par rapport aux tissus adjacents
normaux (Gershtein et al., 1999). Il a été également démontré que I’inhibition de IP-3
kinase pouvait activer certains génes suppresseurs de tumeurs, tels que PTEN/MMCAL,
qui code pour une phosphatase qui déphosphoryle PdtIns-3-4-5-P; (Wu et al., 1998). D
plus, les inhibiteurs spécifiques de IP-3 kinase (wortmaninn et LY294002) induisent un
retard significatif de la croissance cellulaire et empéchent les cellules d’étre transformées
in vitro (Huang et al., 1997; Vlahos et al., 1994; Yano et al., 1993). Au niveau du gliome,
une augmentation de 1’activité IP 3-kinase a également été détectée, probablement due a
la perte de 1’expression de son antagoniste naturel PTEN/MMCAL1 (Li et al., 1997).

En plus de son potentiel transformant, IP-3 kinase semble aussi contrdler 1’invasion des

cellules cancéreuses, via I’expression des MMPs.
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4.6 IP-3 kinase et MMPs

Plusieurs études ont montré I’implication de IP-3 kinase dans ’expression des MMPs, et
notamment de MMP-9. En effet, I’expression de MMP-9, induite par EGF, est inhibée
chez des cellules cancéreuses ovariennes ou mammaires, traitées a la wortmannin ou au
LY294002 (Ellerbroeck et al., 2001; Reddy et al., 1999). De plus, les PKB/Akt,
effecteurs de IP-3 kinase, agissent en tant que promoteurs de I’invasion des
fibrosarcomes HT 1080, in vitro, via I’induction de I’expression de MMP-9 (Kim et al.,
2001). IP-3 kinase semble également contrdler I’expression de TIMP-1, induite par
I’érythropoiétine, chez les cellules érythroides (Kadri ef al., 2000). Le rdle de IP-3 kinase
dans le contrdle de 1’équilibre de 1’expression MMPs/TIMPs permet a cette kinase d’étre
également impliquée dans les processus angiogéniques, induits par transfection de Ha-
ras, chez les cellules endothéliales (Arbiser et al., 1997). Elle jouerait donc un réle
central dans le développement tumoral.

Bien que les voies de signalisation associées aux récepteurs membranaires contrdlant
I’expression des MMPs et TIMPs commencent & étre mieux connues, il est important de
compléter ces études au niveau transcriptionnel, notamment en ce qui a trait aux
mécanismes épigénétiques, tel que la méthylation de I’ADN. Ces mécanismes semblent
jouer un rdle important dans la régulation transcriptionnelle des génes durant 1’évolution

des cancers vers un phénotype malin.
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5. LA METHYLATION DE L’ADN

S.1  Définitions

La méthylation de I’ADN chez les mammiféres concerne environ 3 a 4% des cytosines.
La plupart ou la totalité de ces 5-méthylcytosines se trouve dans la séquence
dinucléotidique CpG (Bird, 1992). La majorité des séquences CpG (plus de 70%) sont
méthylées chez le génome humain (Bird, 1987). Certaines régions de I’ADN, de 500 a
2000 bp de longueur, ont une fréquence élevée en CpG et sont appelées "ilots CpG" ou
"CpG islands". Ces ilots se retrouvent fréquemment au niveau des promoteurs et des sites
d’initiation de transcription d’approximativement la moiti¢ des génes humains (Bird,
1992). Pour vraisemblablement la totalité de ces génes, les CpG ne sont pas méthylées
chez différents types de cellules normales. Cette hypométhylation permettrait la
maintenance d’une transcription active de ces génes (Antequera et Bird, 1993). En effet,
la méthylation des il6ts CpG, présents dans le promoteur d’un géne, est souvent corrélée
a une baisse ou a une suppression de la transcription de ce géne (Baylin et al., 1998). Cet
état d’hyperméthylation des promoteurs a souvent été observé chez différents types de
cancers.

Deux types de méthylation peuvent arriver dans une cellule : la méthylation de novo et la
méthylation de maintenance (Hendrich et Bird, 2000). Quand un site qui était
préalablement non méthylé devient méthylé, on dit que ce site a été méthylé de novo.
Quand un ADN contenant un CpG méthylé symétrique se réplique, le résultat est deux
molécules double brin d’ADN, chacune contenant un CpG dinucléotidique méthylé sur le
brin parental mais comprenant un CpG non méthylé sur le brin nouvellement synthétisé.
L’état de méthylation du site de la molécule parentale est maintenu dans les molécules
filles quand la méthyltransferase de maintenance reconnait le site hémiméthylé et
méthyle la cytosine non méthylée, restorant ainsi la symétrie des paires CpG
dinucléotidiques méthylés. Ces mécanismes de méthylation semblent mettre en jeu

différentes enzymes, appelées méthyltransferases.
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5.2  Les Méthyltransferases

La méthylation des cytosines au niveau des séquences dinucléotidiques CpG se fait grice
4 des enzymes capables de transférer en 5° des cytosines un groupement méthyle,
provenant d’un donneur (le S-adénosyl-L-méthionine ou "SAM"). Ces enzymes
nucléaires sont communément appelées DNMTs pour "DNA methyltransferases".
Actuellement, il existe 3 DNMTs connues chez les mammiféres : DNMT1, DNMT2 et
DNMT3.

52.1 DNMT1

DNMT1 a été la premiére méthyltransferase identifiée chez les mammiféres (Bestor ef
al., 1988). Cette protéine de 190 kDa comprend un domaine catalytique dans sa région C-
terminale et un domaine N-terminal d’environ 1000 acides aminés (Fig.10). Ce domaine
N-terminal confére a I’enzyme une préférence pour I’ADN hémiméthylé, bien qu’elle
posséde aussi une activité méthylase de novo (Pradhan et al., 1997; Leonhardt et Bestor,
1993). La région N-terminale permet également le ciblage de la protéine au site de
réplication de I’ADN (Chuang et al., 1997; Leonhardt et al., 1992). DNMT1 est une
enzyme ubiquitaire, responsable de la maintenance de la méthylation, notamment durant
la réplication des cellules somatiques. Ainsi, une délétion homozygote du géne DNMT1
chez la souris produit une létalité embryonnaire (Li ef al., 1992) et une incapacité des
cellules souches embryonnaires de se différencier (Beard et al., 1995).

Au niveau du cancer, plusieurs études ont suggéré que ’augmentation de I’activité de
DNMTI1 pourrait jouer un rdle dans la transformation cellulaire. En effet, la
surexpression du géne DNMT1 par transfection des cellules NIH 3T3, induisant le méme
niveau d’expression que celui observé chez les cellules tumorales, peut entrainer une
transformation cellulaire (Wu et al., 1993). De plus, DNMT1 semble étre également
impliquée dans la transformation cellulaire induite par I’oncogéne c-fos (Bakin et Curran,
1999). Les cellules transfectées avec le géne codant pour DNMT1 ont montré une
augmentation de la méthylation globale du génome (Bakin et Curran, 1999; Wu et al.,
1993) et, chez les fibroblastes humains, I’hyperméthylation d’iléts GpG au niveau de
certains promoteurs (Vertino ef al., 1996). Ainsi, grice a son activité méthylase, DNMT1

pourrait donc réprimer I’expression de certains génes. Bien que le réle de DNMT1 soit
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bien documenté, la régulation de son expression et de son activité dans la cellule demeure
peu connue.

Il est intéressant de noter que, malgré la délétion du géne DNMT1 chez les cellules
souches embryonnaires, il subsiste une activité méthylase de novo, suggérant la présence

d’autres méthyltransferases (Okano ef al., 1998a).

52.2 DNMT2

DNMT?2 a été identifiée dans les banques de données EST ("expressed sequence tag") en
recherchant des génes ayant le potentiel de coder pour des motifs communs aux cytosine
méthyltransferases (Posfai et al., 1989). Le géne découvert a ét¢ nommé DNMT2 (Yoder
et Bestor, 1998). DNMT2 ne contient que le domaine catalytique C-terminal (Fig.10),
mais ne posséde aucune activité méthylase in vitro (Okano et al., 1998a; Yoder et Bestor,
1998). De plus, la délétion de ce géne chez des cellules souches embryonnaires n’affecte
pas I’activité méthylase de novo (Okano et al., 1998a). Le role de DNMT?2 est donc pour

I’instant inconnu.

5.2.3 DNMT3a et DNMT38

Deux autres candidats pour I’activité méthylase de novo ont été identifiés, de la méme
fagcon que DNMT2. DNMT3a et DNMT3p sont des protéines trés similaires (Fig.10)
mais sont codées par des génes différents (Okano et al., 1998b). Elles possédent une
activité méthylase de novo, et sont fortement exprimées chez des cellules souches
embryonnaires non différenciées (Okano et al., 1998b). Elles pourraient donc jouer un
role majeur dans le développement précoce de I’embryon. Les deux isoformes sont

également surexprimés chez certains types de cancers (Kanai et al., 2001).
Ainsi, il apparait que les différentes méthylases ont des rdles distincts dans la cellule :

- DNMT1 pour la méthylation de maintenance

- DNMT3a et B pour la méthylation de novo
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De plus, ces méthylases, et notamment DNMT]1, semblent étre également impliquées

dans le développement des tumeurs.

53 Méthylation et cancer

5.3.1 Méthylation et génes suppresseurs de tumeurs

Durant les cinq derniéres années, plusieurs études ont montré que les promoteurs de
génes, contenant des ilots CpG, qui ne sont pas méthylés dans les cellules normales,
deviennent méthylés, a différents degrés, chez de multiples cancers humains (Jones et
Laird, 1999, Baylin et al., 1998; Jones, 1996). Cette méthylation aberrante ou
hyperméthylation est souvent associée a une expression réduite ou supprimée du géne
dans les cellules tumorales, comparativement au tissu normal d’ou provient la tumeur.
Ces génes hyperméthylés au niveau de leurs CpG présents dans leurs promoteurs, sont
souvent des génes suppresseurs de tumeurs. Ainsi, pl6, un des génes les plus
fréquemment hyperméthylés, perd sa fonction chez les néoplasmes humains (Gonzalez-
Zulueta et al., 1995; Herman et al., 1995; Merlo et al., 1995). Le géne p16 code pour une
kinase inhibitrice des cyclines, molécules impliquées dans la croissance cellulaire. La
perte de son expression favorise donc une croissance incontrolée des cellules.
L’hyperméthylation de son promoteur, détectée chez des polypes pré-malins, précurseurs
de cancers du colon, suggére que la méthylation serait une étape précoce dans
I’immortalisation des cellules (Herman et al., 1995; Silverman et al., 1989). D’autres
génes, tels que hMLH1 ("human mut-L homologue 1") et MGMT ("Méthylguanosine
méthyltransferase"), qui sont impliqués dans les processus de réparation de I’ADN,
peuvent également étre hyperméthylés chez différents types de cancers et perdrent leur
expression (Kane et al., 1997, Esteller et al., 1999). La perte de ces enzymes, et
notamment celle de MGMT, serait déterminante pour la fréquence de mutations
observées chez ras au niveau du cancer du colon (Esteller et al., 2000).

La méthylation de I’ADN peut donc favoriser le développement des tumeurs en agissant

sur I’expression des génes suppresseurs de tumeurs.
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5.3.2 Les mécanismes de répression
Deux modes de répression peuvent étre envisagés, et il est vraisemblable que les deux
soient biologiquement pertinents. Le premier mécanisme implique I’interférence directe
d’un groupe méthyle dans la liaison d’une protéine a la séquence d’ADN qu’elle
reconnait. Plusieurs facteurs de transcription sont connus pour lier des séquences
contenant des CpG, et certains ne peuvent plus se lier lorsque le CpG est méthylé (Tate et
Bird, 1993; Iguchi-Ariga et Schaffner, 1989; Watt et Molloy, 1988). C’est le cas du
facteur de transcription AP-2, qui contrle I’expression du géne de la pro-enképhaline
(Comb et Goodman, 1990). Par contre, ces génes dépendants de I’activité de facteurs de
transcription sensibles a la méthylation, ne sont pas nécessairement contrdlés par la
méthylation de I’ADN. Il existe également des facteurs de transcription insensibles a la
méthylation, bien que leurs séquences cibles contiennent des CpG (Ben-Hattar e al.,
1989; Harrington et al., 1988; Holler et al., 1988). Ce modéle ne peut donc expliquer tous
les exemples de répression par méthylation.
Le second mécanisme de répression est opposé au premier, car il implique des protéines
qui sont attirées, et non pas repoussées, par les CpG méthylées. Une famille de cinq
protéines se liant aux CpG méthylées par I’intermédiaire de leur domaine MBD ("Methyl
binding domain") a été caractérisée. Quatre de ces protéines (MBD1, MBD2, MBD3 et
MeCP2) sont impliquées dans la répression de la transcription médiée par la méthylation
(Bird et Wolffe, 1999). En effet, ces protéines recrutent I’activité deacétylase des histones
dans I’ADN méthylé, ce qui induit la deacétylation des queues d’histone autour de la
chromatine et établit ainsi un domaine chromatine répresseur, incapable d’€tre
transcriptionnellement actif (Jones et al., 1998; Nan et al., 1998; Kass et al., 1997; Pazin
et Kadonaga, 1997).
Il existe donc 2 mécanismes : - un direct, impliquant I’impossibilité de liaison des
facteurs de transcription a leurs séquences cibles méthylées

- un indirect, faisant intervenir un complexe de
protéines se liant aux cytosines méthylées, capables de changer la conformation de
I’ADN et ainsi d’induire une répression transcriptionnelle.
Ces mécanismes pourraient étre impliqués dans la régulation de I’invasion des cellules

cancéreuses.
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5.4 Méthylation et invasion tumorale

Plusieurs types de tumeurs solides ont montré une hyperméthylation du promoteur de
TIMP-3, associée a la baisse de son expression dans ces tumeurs (Bachman et al., 1999),
favorisant ainsi I’activit¢é MMP et donc I’invasion tumorale. L’expression de certaines
molécules d’adhésion, telle la cadhérine-E, qui pourrait avoir un effet protecteur contre le
comportement invasif des cellules cancéreuses, peut également étre réprimée par la
méthylation (Graff et al., 1998; Yoshiura ef al., 1995).

Etant donné I’importance grandissante de 1’activité méthyltransferase dans le
développement des tumeurs, plusieurs essais cliniques ont été essayés, utilisant
’azacytidine, un inhibiteur de I’activité méthyltransferase, afin de réactiver 1’expression
des génes suppresseurs de tumeurs. Malheureusement, la liaison covalente de cette
molécule a I’ADN induit des dommages cellulaires et donc de la cytotoxicité (Ferguson

et al., 1997, Juttermann et al., 1994).
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Dans le premier chapitre, nous avons abordé la question de la régulation de 1’expression
de MMP-9 par des facteurs physiologiques chez le gliome (Fig.9). Jusqu’ici I’induction
de P’activit¢ MMP-9 in vitro chez le gliome se faisait 4 1’aide de composés
pharmacologiques, tels les phorbol esters (Apodaca et al., 1989). Etant donné que
certaines cytokines, comme I’IL-1, le TNF-a ou le TGF-f, ont la capacité d’induire
I’expression de MMP-9 dans d’autres types cellulaires, nous avons émis I’hypothése que
ces cytokines, sécrétées par le gliome, sont capables de moduler I’expression de cette
MMP dans les cellules cancéreuses d’origine gliale.

Dans un deuxiéme temps, nous avons établi I’implication des isoformes PKCs, comme
seconds messagers, dans 1’induction de 1’expression de MMP-9 par les cytokines chez le
gliome de rat C6. Etant donné que le PMA, un activateur des isoformes PKC classiques,
s’est révélé incapable d’induire 1’expression de MMP-9 dans le modéle C6, nous avons
suggéré I’implication d’autres isoformes, les PKC atypiques, non activés par le PMA,
dans la régulation de I’expression de MMP-9 par les cytokines IL-1 et TNF-c.
L’isoforme PKC-{ a retenu notre attention, ces cytokines pouvant induire I’activité de cet
isoforme dans d’autres types de cancers.

Dans le troisiéme chapitre, nous avons déterminé le réle d’une autre molécule
intracellulaire, I’IP 3-kinase, dans la régulation de I’expression de MMP-9 chez le
gliome, étant donné que cette enzyme est impliquée dans la régulation de I’activation de
I’isoforme PKC-C.

Enfin, nous avons obtenu des résultats préliminaires, présentés en annexe, démontrant
que I’isoforme PKC-{ peut favoriser ’invasion du gliome, non seulement par induction
de I’expression de MMP-9, mais aussi, par inhibition de I’expression des TIMPs chez le
gliome. Cette observation, obtenue par RT-PCR, reste a étre confirmée par
immunobuvardage. Le mécanisme transcriptionnel des TIMPs étant sous le contrdle de
I’état de méthylation des cytosines de leurs promoteurs, nous avons émis 1’hypothése que

I’isoforme PKC-{ peut agir sur I’activité méthyltransferase, responsable des niveaux

d’expression des TIMPs.
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Figure 1 : Le développement du gliome
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Figure 2 : Structures générales des MMPs
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Figure 3 : Structure des différents isoformes de PKC
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Figure 4 : Mécanisme d’activation des PKCs
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Figure 5 : Fonction de I’IP 3-kinase
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Figure 6 : Recrutement de I’IP 3-kinase
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Figure 7 : Les classes d’IP 3-kinase
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Figure 8 : Structures générales des DNMT's
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Tableau 1 : La famille des MMPs

Collagénases
Collagénase interstitielle
Collagénase de neutrophiles
Collagénase-3
Collagénase-4

Gélatinases
Gélatinase A

Gélatinase B

Stromélysines
Stromélysine-1

Matrilysine
Stromélysine-2

Stromélysine-3
Meétalloélastase
Matrilysine-2

MMP membranaires
MT1-MMP
MT2-MMP
MT3-MMP
MT4-MMP
MTS5-MMP
MT6-MMP (Leukolysine)

MMP non classées
RASI-1/XMMP (Xenopus)

CMMP (Poulet)
Enamélysine
CA-MMP
Epilysine

MMP-1]
MMP-8
MMP-13
MMP-18

MMP-2

MMP-9

MMP-3

MMP-7
MMP-10

MMP-11
MMP-12
MMP-26

MMP-14
MMP-15
MMP-16
MMP-17
MMP-24
MMP-25

MMP-19/MMP-21

MMP-20
MMP-23
MMP-28

Collagéne type I, I, III, VIl et X
Collagene type I, IL 111, VII et X
Collagéne type L II, I1I, VIl et X
Collagéne type I, IL, I1I, VIl et X

Gélatine type I, IV, V et X;
laminine V

Gélatine type I, IV, V et X
laminine V

Collagéne type 111, IV, IX et X;
gélatine; pro-MMP-1; laminine;
protéoglycans

Gélatine; fibronectine; pro-MMP-1

Collagene type 111, IV, IX et X;
gélatine; pro-MMP-1; laminine;
protéoglycans

o-1 antitrypsine, IGFBP-1

Elastine

Gélatine; fibronectine; pro-MMP-9

Pro-MMP-2; gélatine; collagénes
Pro-MMP-2

Pro-MMP-2
Pro-TNF-a
Pro-MMP-2

Pro-MMP-2

Collagéne type 1V; gélatine;
fibronectine; laminine

gélatine; caséine

Amélogénine

Gélatine

Caséine
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Figure 9 : Etude de la régulation de I’expression de MMP-9

chez le gliome

Activateurs physiologiques

Membrane
T ? Cytosol
\ 4
l_’ MMP-9 Noyau

S\

Légende : Schéma représentant la question de la régulation de 1’expression
de MMP-9 chez le gliome, dont les activateurs physiologiques, ainsi que la

signalisation intracellulaire conduisant a I’expression de cette enzyme ne

sont pas identifiés.
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Chapitre 1
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RESUME

La progression du gliome est associée a des processus dégénératifs locaux qui sont
souvent attribués a ’activité des gélatinases. Etant donné que les gliomes sont des
cellules candidates a la sécrétion de ces enzymes, nous avons étudié, in vitro, le potentiel
de cytokines, telles que I’interleukine-1 (IL-1), le facteur de nécrose des tumeurs-alpha
(TNF-a) et le facteur de croissance transformant-2 (TGF-B2), de moduler 1’expression
des gélatinases A et B (Gel A et B, respectivement) chez deux lignées cellulaires de
gliome humain (A172) et de rat (C6). Nous avons montré que I’IL-1 et le TNF-a sont
tous deux capables d’induire I’expression et la sécrétion de la Gel B, par RT-PCR et
zymographie. TNF-a n’a pas d’effet sur I’expression constitutive de Gel A, tandis que
I’IL-1 augmente légérement sa production, mais seulement a hautes concentrations. Nous
avons aussi démontré que le TGF-B2 inhibe I’expression et la sécrétion de Gel B induite
par IL-1 et le TNF-a de fagon dose-dépendante, mais n’a aucun effet sur la sécrétion de
Gel A. De plus, ’effet du TGF-B2 peut étre partiellement renversé par le phorbol
myristate acétate (PMA). L’ensemble de ces données suggérent que I’IL-1, le TNF-a et le
TGF-B2 contrdlent étroitement I’expression de la Gel B chez les gliomes, une enzyme

importante dans I’invasion des tissus cérébraux par les cellules cancéreuses.
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CONCLUSION DU CHAPITRE 1

Figure 10 : Régulation de I’expression de MMP-9 par les cytokines
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Légende : Schéma représentant la régulation de I’expression de MMP-9
chez le gliome par les cytokines. IL-1 et TNF-a induisent I’expression de

MMP-9, tandis que TGF-f inhibe cette induction.

83



Chapitre 2

84



De : jbc@asbmb.faseb.org [mailto:jbc@asbmb.faseb.org]
Envoyé : 7 septembre, 2001 02:02 A : St-Pierre, Yves (IAF)(LAVAL)

Objet : From the JBC re: Manuscript M1:08600 M1:08600

Dear Dr. St-Pierre: We have received your manuscript entitled: "Protein kinase c-zeta
regulates transcription of the matrix metalloproteinase-9 gene induced by IL-1 and TNF-
alpha in glioma cells via NF-kB". It has been given the number M1:08600 and has been

assigned to:

Dr. Ralph A. Bradshaw Department of Physiology and Biophysics University of
California, Irvine Journal of Biological Chemistry 346-D Medical Science I Irvine, CA
92697-4560 Tel: 949-824-7173 Fax: 949-824-1861 E-mail: rablab@uci.edu

Manuscripts submitted under multiple authorship are reviewed on the assumption that all
listed authors concur in the submission and that the final version of the manuscript has
been seen and approved by all authors. Papers are published with the implicit

understanding that you will pay charges at a rate of $65.00 per page for all typeset pages.

85



RESUME

La régulation de I’expression de la métalloprotéinase de la matrice-9 (MMP-9) chez les
gliomes est un des processus clé dans l’invasion tumorale a travers la matrice
extracellulaire du cerveau. Bien que quelques études ont démontré I’implication de
certains isoformes de protéines kinase C (PKC) de type classique dans la régulation de la
production de MMP-9 par les phorbol esters ou le lipopolysaccharide, I’implication
d’isoformes PKC spécifiques dans les signaux de transduction conduisant a 1’expression
de MMP-9 par les cytokines inflammatoires demeure inconnue. Dans ce travail, nous
rapportons que I’isoforme atypique PKC-{ participe 4 I’induction de MMP-9 par I'IL-1 et
le TNF-a chez les gliomes de rat C6. Ainsi, les analyses en zymographie et RT-PCR
semi-quantitatif ont montré que le prétraitement des cellules C6 avec le pseudosubstrat de
PKC-{ (PKC-{ PS) abolit ’activité et I’expression du géne MMP-9 induite par I’IL-1 ou
le TNF-o.. Egalement, IL-1 et le TNF-c. ont été capables d’induire I’activité PKC-C, telle
que démontrée par immunoprécipitation suivie d’un essai kinase in vitro. De plus, des
clones stables surexprimant PKC-{, contrairement aux clones surexprimant PKC-¢, ont
démontré une augmentation constitutive de I’expression de MMP-9, ainsi qu’une
augmentation de I’activité du promoteur MMP-9. Ces processus ont été inhibés par un
peptide bloquant 1’activation de NF-xB et également abolis par une mutation du site de
liaison de NF-xB dans le promoteur MMP-9. L’ensemble de ces données suggerent que
PKC-{ joue un réle clé dans la régulation de I’expression de MMP-9 chez les gliomes C6

via ’activation de NF-xB.
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Running Title: Regulation of MMP-9 by PKC-zeta

Summary

The regulation of matrix metalloproteinase-9 (MMP-9) expression in glioma cells is one
of the key processes in tumor invasion through the brain extracellular matrix. While some
studies have demonstrated the implication of classical protein kinase C (PKC) isoforms in
the regulation of MMP-9 production by phorbol esters or lipopolysaccharide, the
involvement of specific PKC isoforms in the signaling pathways leading to MMP-9
expression by inflammatory cytokines remains unclear. Here, we report that the atypical
PKC-{ isoform participates in the induction of MMP-9 expression by interleukin-1 (IL-1)
and tumor necrosis factor-o. (TNF-o)in rat C6 glioma cells. Indeed, zymography and
semi-quantitative RT-PCR analysis showed that pretreatment of C6 cells with PKC-{
pseudosubstrate (PKC-{ PS) abolished MMP-9 activity and gene expression induced by
IL-1 or TNF-a. Accordingly, IL-1 and TNF-o were able to induce PKC-{ activity, as
demonstrated by in vitro kinase assay using immunoprecipitated PKC-{. Furthermore,
stable C6 clones overexpressing PKC-, but not PKC-¢, displayed an up-regulation of
MMP-9 constitutive expression as well as an increase of MMP-9 promoter activity.
These processes were inhibited by an NF-kB blocking peptide and completely prevented
by NF-kB binding site mutation in MMP-9 promoter. Taken together, these results
indicate that PKC-{ plays a key role in the regulation of MMP-9 expression in C6 glioma

cells through NF-kB.
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Introduction

Glioma cells have the ability to invade brain tissues by secreting matrix
metalloproteinases (MMPs), a family of proteases able to degrade different components
of the extracellular matrix including collagen, fibronectin and proteoglycans. One of
these MMPs, MMP-9, has received much attention as its expression correlates with the
progression of glioma (1). Furthermore, MMP-9 seems to be essential for the
invasiveness of glioma cells as it was recently reported that the inhibition of MMP-9
expression by antisense gene transfer strongly reduced the invasion of glioblastoma cells
in vitro and in vivo (2). Therefore, understanding the role of the molecules implicated in
the signaling pathways leading to MMP-9 gene expression in glioma cells is important in
order to identify new therapeutic targets.

Several studies have focused on the implication of protein kinase C (PKCs) in the
regulation of MMP-9 gene expression, most notably by testing the effect of phorbol 12-
myristate 13-acetate (PMA) on different types of cells, including human glioma cells (3-
5). Members of the PKC family are divided into three groups of isoenzymes : the
conventional PKC isoforms, which are activated by calcium and diacylglycerol (a, BI, BII
and y); the novel PKCs, which are activated by diacylglycerol but are calcium-insensitive
(8, €, n and 8); and the atypical PKCs, which are calcium- and diacylglycerol-insensitive
(€ and VA). Despite the fact that a large number of studies have established a link between
PKCs and MMP-9 expression using PKC inhibitors (5-7), very few studies have
addressed the implication of specific PKC isoenzymes in the regulation of MMP-9.

While our group has shown that a dominant-negative form of PKC-a potentiated the
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secretion of MMP-9 induced by lipopolysaccharide in the mouse macrophage cell line
RAW 264.7 (8), others have shown that PKC-§ isoform is implicated in PMA-induced
MMP-9 gene expression in human HL-60 myeloid leukemia cells (9). However, the
involvement of specific PKC isoforms in the signaling pathways leading to MMP-9
expression by inflammatory cytokines remains unclear. In a previous study, however, we
reported that the inflammatory cytokines, interleukin-1 (IL-1) and tumor necrosis factor-
a (TNF-a), but not PMA, were both able to induce MMP-9 expression in the rat C6
glioma cells (10), raising the possibility that atypical, PMA-independent PKC
isoenzymes could be involved. Among the atypical PKC isoforms, PKC-{was of
potential interest as its activation could be induced by IL-1 and TNF-a (11,12).
Moreover, PKC-{ plays a critical role in the regulation of gene transcription via nuclear
factor-kB (NF-kB) (13), a transcriptional factor required for MMP-9 gene expression
(14).

In this work, we show that induction of MMP-9 expression by IL-1 or TNF-a in
C6 glioma cells is inhibited by pretreatment with a PKC-{-specific inhibitory peptide
(PKC-{ PS), and that both IL-1 and TNF-o induce the activation of PKC-{ in C6 cells.
Furthermore, stable C6 transfectants overexpressing PKC-{isoenzyme, but not clones
overexpressing the PKC-¢ isoenzyme, display a constitutive expression of MMP-9 at the
mRNA and protein levels. Transient transfection experiments using MMP-9 promoter
constructs not only confirmed that PKC-{ exerts its effect by increasing its transcriptional

activity but also implicated NF-kB as a key regulator of MMP-9 expression by PKC-C.

90



Experimental procedures

Reagents and antibodics

Reagents used were obtained from Sigma unless otherwise indicated. SN50 peptide
inhibitor of NF-kB translocation and SN50M control peptide were obtained from
Calbiochem. The myristoylated PKC-{pseudosubstrate peptide was obtained from
Quality Controlled Biochemicals. Mouse recombinant IL-1 and TNF-a were purchased
from Genzyme Corporation. The rabbit polyclonal anti-PKC-{ antibody (Santa Cruz
Biotechnology) or a mouse monoclonal anti-PKC-€ antibody (Transduction Laboratories)
were used for Western Blot analysis as well as sheep anti-rabbit or anti-mouse antibody

conjugated to horseradish peroxydase (ICN Pharmaceuticals).

Cell lines

The rat C6 glioma cell line was obtained from the American type Culture Collection
(ATCC). The cells and stable transfectants were grown in Ham’s F10 medium
supplemented with 15% (v/v) horse serum, 2.5% fetal bovine serum and 10 mM HEPES
buffer (complete medium). All tissue culture reagents were purchased from Life
Technologies. Routine testing showed the cells to be free of mycoplasma. For stimulation

assays with mouse recombinant IL-10. or TNF-a, cells were trypsinized with a solution of

1 mM EDTA/0.25% (w/v) trypsin, seeded at a density of 106 cells/ml in 12 well cluster

plates, and incubated for 18 h at 37°C in 5% CO0,. Monolayers were then washed three

times with PBS and fresh serum-free medium containing the appropriate cytokine added

at the indicated concentration. In some experiments, C6 cells or transfectants
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overexpressing PKC-{ were pre-incubated for 1 h with a myristoylated PKC-
¢ pseudosubstrate or the NF-kB inhibitory peptide before IL-1 or TNF-a treatment. MTT
assays were performed to ensure that treatments with these peptides had no effect on cell
viability. Unless otherwise indicated, supernatants were harvested after 18 h of

stimulation and stored at -20°C until assayed.

c¢DNAs and expression vectors

Wild type human PKC-¢ (15) and wild type mouse PKC-{ cDNAs (16) were obtained
from the American Type Culture Collection (ATCC). Both cDNAs were cloned into the
EcoRI site of the expression vector pCIN-4 (17) and the resulting constructs were

designated pCIN-PKC-€ and pCIN-PKC-{, respectively.

Transfection

To obtain C6 stable transfectants constitutively overexpressing PKC-¢ or PKC-{
isoforms, transfection was carried out by electroporation with pCIN-PKC-€ or pCIN-
PKC-{ plasmids. Controls were generated using C6 cells transfected with the empty

pCIN-4 vector alone. Electroporation was performed using the following parameters : 10

ug of linearized DNA per 4x100 cells in Ham’s F10 on ice; 960 pF; 300V/0.4 cm. After
48 h of culture in complete medium, transfected cells were allowed to grow in complete
medium containing 400 pg/ml of geneticin (Life Technologies) before individual
colonies were picked and expanded into cell lines. Individual clones were then tested for
expression of PKC-g or PKC-{ by Western Blot analysis using antibodies as described

below.
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Western Blot analysis

Adherent cells were washed once with PBS and homogenized in lysis buffer (50 mM
Tris-HCI, pH 7.4, ImM EGTA, 150 mM NaCl, 1 mM phenylmethylsulfonil fluoride
(PMSF), 1mM NaF, 1% NP-40, 0.25% sodium deoxycholate, 1 mM Na,VO, and 10%
glycerol) containing a cocktail of protease inhibitors (Complete™ tablets from Roche).
Protein concentrations were determined using the Bradford assay. Total protein (50 pg)
were electrophoresed through a 10% SDS-poly-acrylamide gel and were
electrotransferred onto a nitrocellulose membrane (Amersham Pharmacia Biotech) and
blots were incubated with a rabbit polyclonal anti-PKC-{ antibody or with a mouse
monoclonal anti-PKC-¢ antibody. Sheep anti-rabbit or anti-mouse antibody conjugated to
horseradish peroxydase were used as secondary antibodies. The bands were visualized by

ECL system (Amersham Pharmacia Biotech).

Zymography

Zymography was performed in 10% polyacrylamide gels that had been cast in the
presence of gelatin as previously described (10). Briefly, samples (100 pl) were
lyophilized, resuspended in loading buffer and, without prior denaturation, were run on a
SDS-polyacrylamide gel containing 0.5 mg/ml of gelatin. After electrophoresis, gels were
washed to remove SDS and incubated for 18 h at 37°C in a renaturing buffer (50 mM

Tris, 5SmM CaCl,, 0.02% NaNj,, 1% Triton X-100). Gels were subsequently stained with

Coomassie brilliant blue G-250 and destained in 30% methanol/ 10% acetic acid (v/v) to

detect gelatinase secretion. Gelatinase activity was measured in arbitrary units by
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quantitative analysis of negatively stained bands through computerized image analysis

(Biorad, model GS-670 Densitometer).

RNA isolation and RT-PCR analysis
Isolation of total cellular RNA was performed using the Trizol reagent (GIBCO-BRL)
according to the manufacturer’s instructions. Aliquots of 2 pg of total cellular RNA were

used for first strand cDNA synthesis in 20 pl of reaction volume using 100 U of

SuperscriptTM II reverse transcriptase (Life Technologies). Primers pairs for rat MMP-9,
mouse B-actin and GAPDH specific amplification of cDNA (PCR Core Kit, Boehringer
Mannheim) were as follows : (5') primer 5-TCCCTCTGAATAAAGTCGACA-3' and
(3") primer 5'-AGGTGAACAAGGTGGACCATG-3' for MMP-9; (5') primer 5'-
CATGGATGACGATATCGCTGCGC-3' and (3") primer 5'-GCTGTCGCCACG
CTCGGTCAGGATC-3"' for mouse f-actin; (5') primer 5'-CGGAGTCAAC
GGATTTGGTCGTAT-3' and (3") primer 5'-AGCCTTCTCCATGGTGGTGAAGAC-3'
for GAPDH. The lenght of the MMP-9, B-actin and GAPDH amplicons were respectively
848, 575 and 306 bp. PCR amplifications were performed on a MJ Research Thermal
Cycler (Model PTC-lOOTM) using the following program: step 1, 94°C for 1 min; step 2,
580C for 2 min; step 3, 72°C for 3 min. Thirty cycles were performed for the
amplification of MMP-9 and 20 cycles for -actin or GAPDH. The amplification for each
gene was in the linear curve. PCR products were visualized on 1.5% agarose gels stained
by ethidium bromide and UV transillumination. Semiquantitative analysis was conducted
using a computerized densitometric imager to obtain MMP-9/GAPDH or MMP-9/B-actin

ratios.
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Measure of PKC-{ activity

Measurement of PKC-{ activity was performed essentially as previously described (18).
Briefly, after stimulation of C6 cells by IL-1 or TNF-a for 10 min, cells were incubated
for 30 min at 4°C in lysis buffer containing 20 mM Tris/HCI (pH 7.5), 0.25 M sucrose,
1.2 mM EGTA, 20 mM B-mercaptoethanol, ]| mM PMSF, 1 mM Na,VO,, 1 mM

Na,P,0,, ImM NaF, protease inhibitors (Roche), 1 % Triton X-100, 0.5 % NP-40 and

150 mM NaCl. Aliquots of 500 pg of proteins were then incubated overnight at 4°C with
a PKC-{/A-specific rabbit polyclonal antibody (Santa Cruz Biotechnology) and
immunoprecipitates were collected on Protein G-Sepharose beads (Amersham Pharmacia
Biotech). The beads were washed three times by low speed centrifugation with the kinase
buffer (50 mM Tris/HCI (pH 7.5), 5 mM MgCl,, 100 uM Na,VO,, 100 uM Na,P,0,, 1
mM NaF and 100 puM PMSF). The immunoprecipitated PKC-{ was resuspended in 50 pl

of kinase buffer and kinase assay was performed by adding 4 pg of phosphatidylserine,

50 uM ATP, 3 uCi of [y.32P] ATP (ICN Pharmaceuticals) and 40 uM of €-peptide
(Calbiochem-Novabiochem) for 10 min at 30°C. Blank values were determined from
incubations conducted in the presence of 100 uM PKC-{ pseudosubstrate and were
substracted from total kinase activity to determine PKC--specific activity. The reaction
was stopped by adding 100 ul of SDS buffer. Samples were boiled for 5 min and
separated by SDS-PAGE electrophoresis using an 18 % polyacrylamide gel. Dried gels
were exposed to X-ray films (Konica Medical Film) at -80°C. Quantitative measurements
of phosphorylation of the e-peptide was obtained by densitometry through computerized

image analysis.
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Cloning of MMP-9 promoter and transient transfections

A 737 bp fragment of the 5'-flanking region of the MMP-9 gene (-681 to +63), containing
two Spl, one AP-1 and NF-kB binding sites (all elements necessary for MMP-9 promoter
activity) (14), was obtained by PCR amplification using stringent conditions on a
genomic DNA isolated from 164T2 murine lymphoma cells (19), using the following
primers : (5') primer 5'-AGGAAGGATAGTGCTAGCCTGAGAAGGATG-3' and (3")
primer 5'-CCGAAACTCGAG GAGAGCCAGGAGCAGGG-3'. After sequencing
(accession no. AF 403768), this fragment was cut by Nhel and Xhol and subsequently
subcloned into pGL-III Basic vector encoding for firefly luciferase (Promega) to generate
pGL-MMP-9wt (wt, wild type). Creation of a double-point mutation into the NF-xB
binding site (GGAATTCCCCC to GGAATTGGCCC) to generate pGL-MMP-9 ANF-xB
was performed, using the following (forward) primer: 5'-
GGGTTGCCCCGTGGAATTGGCCCAAATCCTGC-3'. The mutant was generated
using the Quick Change Site-Directed Mutagenesis Kit (Stratagene). Transient
transfections were performed using Lipofectamine 2000 (Life Technologies) according to
the manufacturer’s instructions. Transfection efficiency was monitored by co-transfection
with 0.5 pg of the pSV/B-gal plasmid encoding for B-galactosidase (Promega). Forty-
eight hours post-transfection, luciferase activity was measured using the Luciferase
Assay System protocol (Promega) and a luminometer (Lumat LB 9507, Berthold). The B-
galactosidase activity detected by a colorimetric enzyme assay using o-nitrophenyl-B-D-
galactopyranoside as a substrate. The ratio of luciferase activity to -gal activity in each

sample served as a measure of normalized luciferase activity.
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Results

The induction of MMP-9 activity and mRNA expression by IL-1 or TNF-a is
inhibited by the PKC-{ pseudosubstrate in C6 glioma cells
We induced the secretion the 94 kDa precursor form of MMP-9 by IL-1 and TNF-a in
the culture supernatant of C6 glioma cells, and detected it by zymography (Fig.1A) (10).
To determine whether the induction of MMP-9 via these cytokines involved PKC-{, we
attempted such an induction using a PKC-{-specific inhibitory peptide. This peptide,
corresponding to the pseudosubstrate (PS) motif of atypical PKCs, suppresses PKC-{
activity (20) by interacting with the substrate-binding pocket in the catalytic domain (21).
Moreover, PKC pseudosubstrates, such as PKC-{-PS, specifically block PKC activation
by inhibiting their phosphorylation (22,23). Our results showed that pre-incubation of C6
cells with increasing doses of the peptide strongly inhibited the induction of MMP-9 by
both IL-1 and TNF-a (Fig.1A). The same PKC-{inhibitory peptide also reduced
constitutive levels of MMP-9. Such a marked dose-dependent inhibition of secretion was
specific to MMP-9, as the secretion of MMP-2 was not significantly altered by the
incubation with the inhibitory peptide. The level of secretion of an unknown 97 kDa
band, occasionally detected in C6 cell supernatants, was not affected by cell treatment
with cytokines, or upon treatment with the PKC-{ pseudosubstrate.

To determine if indeed PKC-{ was involved in the regulation of MMP-9 at the
mRNA level, we next carried out a semi-quantitative RT-PCR. As expected, we found
that, while the constitutive levels of MMP-9 mRNA in C6 cells were very low, both IL-1

and TNF-o induced a strong upregulation of the levels of the same mRNA in these cells.
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Preincubation with the PKC-{-specific inhibitory peptide, however, strongly inhibited, in
a dose-dependent manner, the induction of MMP-9 mRNA by these cytokines, while
GAPDH mRNA levels remained unchanged (Fig.1B). Taken together, these data indicate
that PKC-{ may be involved in the induction, by IL-1 and TNF-a, of MMP-9 gene

expression.

IL-1 and TNF-o induces PKC-{ activity in C6 glioma cells

The above results were consistent with the idea that IL-1 and TNF-a are functionally
linked with the activation of PKC-C. To test for this hypothesis, we investigated whether
stimulation of C6 cells via these cytokines induced PKC-{ enzymatic activity. Using in
vitro kinase assays on PKC-{ immunoprecipitates obtained from resting or cytokine-
stimulated cells, we first found that stimulation of C6 cells with both cytokines increased
the kinase activity associated with the PKC-£ immunoprecipitates (Fig.2A and 2B). Most
importantly, incubation with the PKC-{ pseudosubstrate inhibited both TNF-a and IL-1-
induced kinase activity by 2 and 2.5 fold respectively, while it had no effect on the
constitutive levels of unstimulated cells, supporting the hypothesis that IL-1 and TNF-o

can both induce PKC-{ activity.

Overexpression of PKC-(, but not PKC-¢, upregulates MMP-9 expression

As another approach to test the implication of PKC-{ in the regulation of MMP-9
expression, we transfected C6 cells with a plasmid encoding PKC-{ and selected three
independent stable clones ({1, {2 and {3) expressing high levels of this isoform (Fig.3A).

Gelatin zymography of conditioned media isolated from clones {1, {2 and {3 showed that
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overexpression of PKC-{in all three clones induced an up-regulation of MMP-9 activity
in C6 cells (Fig.3B). No such effect was observed with C6 cells transfected with the
empty vector. Overexpression of MMP-9 upon transfection of PKC-{ was concomitant to
the generation of an unidentified 58 kDa gelatinolytic band, corresponding to the
activation of the 62 kDa form of MMP-2. MMP-2 is not, however, expressed at the
mRNA level in C6 cells or its transfectants (data not shown). Furthermore, the fact that
the levels of mRNA in the PKC-{ transfectants were higher than those found in the
control transfectants (Fig.3C) confirmed the idea that the constitutive levels of MMP-9
observed in PKC-{ transfectants were indeed regulated at the mRNA level .

To determine if the effect of PKC-{ on the regulation of MMP-9 was specific, we
selected three stable transfectants (g1, €2 and €3) overexpressing PKC-¢ (Fig.3D). Two
stable clones (V1 and V2) transfected with the empty vector (no cDNA insert) were used
as controls. We found that overexpression of PKC-¢ had no effect on expression of

MMP-9 (Fig.3E), suggesting that the regulation of MMP-9 by PKC-{ is isoform-specific.

MMP-9 induction in C6 cells or in clones overexpressing PKC-{ is NF-kB-
dependent

Upregulation of MMP-9 gene expression upon exposure to inflammatory cytokines
critically depends on the activation of NF-kB (24,25). To evaluate the possible
implication of this transcription factor in the regulation of MMP-9 by PKC-{, we tested
the effect of an NF-kB-specific inhibitory peptide, SN50, that blocks its translocation to
the nucleus (26). Our results showed that this peptide strongly inhibited, in a dose-

dependent manner, the secretion of MMP-9 induced by IL-1 or TNF-a in C6 cells
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(Fig.4). In a control expcriment, the mutant peptide (SN50M) failed to inhibit the
secretion of MMP-9. Furthermore, addition of SN50, but not of the control peptide,
decreased the constitutive level of MMP-9 activity in both {1 and {2 clones (Fig.4B).
These results were confirmed by semi-quantitative RT-PCR analysis (data not shown).
These data therefore indicate that NF-kB participates to the induction of MMP-9

expression mediated by PKC-.

MMP-9 promoter activity is up-regulated by PKC-{ through NF-xB

Finally, to further establish that the up-regulation of MMP-9 expression in {1 and {2
clones depended on its promoter activity through a NF-kB-dependent mechanism, we
used reporter gene constructs containing the MMP-9 promoter harboring a double
mutation into the NF-kB binding site. Transient transfections with pGL-MMP-9wt in V1,
1 and {2 clones demonstrated a 1.5- and 2-fold increase in MMP-9 transcriptional
promoter activity in {1 and {2 clones, respectively when compared to the V1 clone
(Fig.5). This induction was completely prevented by the double mutation C— G into the
NF-«B binding site of MMP-9 promoter. In addition, treatment of V1 clone with IL-1 or
TNF-a also induced a 2-fold increase of MMP-9 promoter activity, which was consistent
with the results of Eberhardt et al. (24), and was abolished by the mutation into the NF-
kB binding site. Taken together, these data indicate that NF-xB is essential for the up-

regulation of MMP-9 promoter activity by either PKC-{ or cytokines, IL-1 and TNF-a..
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Discussion

In the present study, we have shown that the atypical PKC isoenzyme PKC-
plays a critical role in mediating the IL-1 and TNF-a-dependent production of MMP-9 in
C6 glioma cells through the downstream activation of NF-kB. Specifically, we showed
that: 1) upregulation of MMP-9 expression at the mRNA and protein levels by IL-1 and
TNF-a is inhibited by a PKC-{-specific blocking peptide, 2) both cytokines activates
PKC-{, 3) overexpression of PKC-{, but not of PKC-¢, induces expression of the MMP-9
at the mRNA and protein levels, 4) addition of a NF-kB blocking peptide, but not of a
control peptide, inhibits MMP-9-induced expression in C6 cells or PKC-{ transfectants,
and 5) transient transfection experiments established that the up-regulation of the MMP-9
promoter activity in cells overexpressing PKC-{ was completely abolished by mutation in
NF-«B binding site.

In a previous publication, we had reported that IL-1 and TNF-c., but not PMA,
were able to induce expression of MMP-9 in the rat C6 glioma cells (10). In the present
work, we now identify PKC-{, a PMA-insensitive isoenzyme, as a key regulator of
MMP-9 gene expression in C6 cells. Moreover, our data further establish a functional
link between PKC-C, IL-1, TNF-a, and the activation of NF-kB, a transcription factor
necessary for up-regulation of MMP-9 expression (12). This implication of NF-xB and
PKC-{ in the induction of MMP-9 by IL-1 and TNF-a likely results from the activation
of IkB kinase by PKC-{ (27), which in turn induces, upon phosphorylation, the
dissociation of the negative regulator IkB-o from NF-kB (28). In addition, PKC-{ can be

involved in the phosphorylation of RelA, a subunit of NF-xB, which leads to an increase
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of its transcriptional activity (29). In fact, our observation that the induction of MMP-9
by IL-1 or TNF-o. was completely abolished by pretreatment with an NF-kB-specific
inhibitory peptide, which acts by blocking translocation of NF-kB to the nucleus,
strongly supports the idea that MMP-9 induction by these cytokines is mainly NF-kB-
dependent. However, this peptide failed to achieve the same level of inhibition with the
clones overexpressing PKC-{. This could be attributed to the high levels of the activated
forms of the isoenzymes. In addition to NF-kB which is necessary but not sufficient to
up-regulate MMP-9, the previous demonstration that the Activating Protein-1 (AP-1)
plays an essential role in the transcription of MMP-9 gene (12), further support an
association between PKC-{ and AP-1. Such an increase in the AP-1-binding activity
could be the result of an increase of c-jun protooncogene mRNA levels, a mechanism
previously observed in transfected U937 cells stably overexpressing PKC-{ (30). Since
both AP-1 and NF-kB can be regulated by mitogen-activated protein kinases (MAPK)
(31,32) which can be activated by PKC-{ (33,34), it will be of interest to investigate the
implication of these molecules in the signaling cascade leading to the upregulation of
MMP-9 in C6 clones overexpressing PKC-{. A case in point would be p38, a MAPK
recently identified as being involved in the regulation of MMP-9 upon stimulation by IL-
1 and TNF-a in C6 cells (35).

We found that IL-1 and TNF-a were able to stimulate PKC-{ activity in C6
glioma cells. Such an activation of PKC-{ by these cytokines has been previously
reported in other cell types, most notably in U937, rhabdomyosarcoma, and bladder-
derived carcinoma cells (11,12). Among the putative second messengers that could

mediate the activation of PKC-{ upon stimulation with IL-1 and TNF-a are ras or
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ceramide (36,37), both of which having been shown to be potent activator of PKC-{. The
implication phosphatidylinositol 3-kinase (PI 3-kinase), another activator of PKC-{ (38),
however, is unlikely as treatment of IL-1 or TNF-a-stimulated C6 cells with wortmannin,
a PI 3-kinase inhibitor, has been shown to potentiate the induction of MMP-9 (Estéve et
al., unpublished observations), suggesting that PI 3-kinase may rather act as a negative
regulator of MMP-9. A similar role for this kinase has recently been assigned in the case
of the nitric oxide synthase gene following induction by IL-1 in C6 cells (39), suggesting
that both genes are regulated through a common signaling pathway. In support of this
notion, C¢-ceramide and p2lras have been shown to be involved in the induction of
nitric-oxide synthase expression by IL-1 or TNF-o. through NF-kB in C6 cells and in rat
primary astrocytes (40,41). Further investigations on the early events in the signaling
cascade leading the the activation of PKC-{ by IL-1 and TNF-a should clarify this issue.
It is noteworthy that we observed a low but reproductible decrease of MMP-2
activation upon addition of the SN50 peptide but not the control peptide. Other
investigators (42) have also reported SN50 can block activation of MMP-2, most notably
in dermal fibroblasts, and attributed its effect to its ability to block the NF-kB signaling
pathway that leads to the induction of MT1-MMP. Whether MT1-MMP is implicated in
the activation of MMP-2 in glioma cells is under investigation.
In conclusion, we showed that PKC-{ is directly involved in the signaling cascade that
controls the transcription of the MMP-9 gene via the NF-kB-dependent pathway in the
C6 glioma cells. Accumulating evidence indicate that MMP-9 contributes not only to
tumor invasion, but also to the degradation of the blood-brain barrier, to

neurodegenerative processes, and to angiogenesis (43-45), three common features
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associated with glial tumors. In vivo studies, using C6 cells and PKC-{-blocking agent,
need to be done in order to validate the in vitro finding and establish whether PKC

antagonists can be envisaged in the therapy of glioma-derived tumors.
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Figure Legends

Figure 1. Effect of a PKC-{ pseudosubstrate on the induction of MMP-9
activity and mRNA expression by IL-1 or TNF-a in C6 cells. Rat C6 cells
were treated with the PKC-{ pseudosubstrate (PKC-{ PS) at the indicated
doses for 1h and either stimulated or not stimulated (NS) with murine IL-1
(100 U/ml) or murine TNF-o (100 U/ml). After 18h, supernatants were
collected, lyophilized and assayed for their gelatinase content by zymography
(A). Molecular weights (kDa) appear on the left. At 10h, total RNA was
extracted and RT-PCR analysis using MMP-9 and GAPDH specific primers,
was performed as described in "Experimental Procedures" (B). Molecular
weight markers are 100 bp ladder. Results are representative of three

independent experiments.

Figure 2. Induction of PKC-{ activity by IL-1 and TNF-a. A, Rat C6 cells
were either stimulated for 10 min or not stimulated (NS) with murine IL-1
(100 U/ml) or murine TNF-a (100 U/ml). After immunoprecipitation of total
cell lysates with a PKC-{/A antibody, an in vitro kinase assay was performed in
the absence (-) or in presence (+) of PKC-{ PS (100 uM) as indicated in
"Experimental Procedures". Phosphorylation of e-peptide was detected by
autoradiography. B, Quantitative analysis of e-peptide phosphorylation were
performed by imaging densitometry. Results are representative of three

independent experiments.
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Figure 3. Overexpression of PKC-, but not of PKC-¢, induces MMP-9
activity and gene expression. Stable clones ({1, 2 and {3) overexpressing
PKC-{ (A) and PKC-¢ (€1, €2 and €3; D) were characterized by Western blot
analysis compared to C6 cells transfected with the vector alone (V1 for PKC-{
and V1, V2 for PKC-¢, respectively). Clones {1, {2, {3 and V1, V2, €l, €2 and
£3 were either stimulated or not stimulated (NS) with murine IL-1 (100 U/ml)
or with murine TNF-o. (100 U/ml). After 18h, supernatants were collected,
lyophilized and assayed for their gelatinase content by zymography (B and E,
respectively). Total RNA isolated from V1, V2, {1 and £2 clones was assayed
for RT-PCR analysis by using MMP-9 and B-actin specific primers (C).

Results are representative of three independent experiments.

Figure 4. MMP-9 induction, either by cytokines or in PKC-{ clones, is
inhibited by the SN50 NF-kB blocking peptide. A, Rat C6 cells were treated
with or without (-), 50 (+) or 100 (++) pg/ml of the SN50 or SN50M peptide
for 1h before being stimulated or not (NS), by murine IL-1 (100 U/ml) or by
murine TNF-a (100 U/ml). After 18h, supernatants were collected, lyophilized
and assayed for their gelatinase content by zymography. B, V1, {1 and {2
clones were incubated with or without (-) 100 pg/ml of SN50 or of SN50M (+)
peptide and after 18h, their supernatants were collected, lyophilized and
assayed for their gelatinase content by zymography. Results are representative

of three independent experiments.
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Figure 5. Increase of MMP-9 promoter activity, either by cytokines or in
PKC-{ clones, is inhibited by mutation into the NF-kB binding site. V1, {1 and
€2 clones cultured in six-well plates were cotransfected with 4 ug of pGL-
Basic, pGL-MMP-9wt or pGL-MMP-9 A NF-kB and 0.5 pg of pSV/B-gal. Six
hours after transfection, cells were treated with (+) or without (-) 100 U/ml of
IL-1 or TNF-a for 48 h. Values of luciferase activities were corrected for
transfection efficiencies by assaying for B-galactosidase activity. This
experiment was performed in duplicates and was repeated twice with similar

results.
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Figure1 A
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Figurel B
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Figure 3 C
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Fig. 1C
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U:ml. After 18h. supernatants were collected. lyophilized and assayed for their gelatinase content by

Zzymography.

N.B. : Figure rajoutée lors du processus de révision de I’article soumis a JBC.
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CONCLUSION DU CHAPITRE 2

Figure 11 : Role de PKC-{ dans la régulation de 1’expression de MMP-9
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Légende : Schéma représentant la régulation de I’expression de MMP-9
chez le gliome par PKC(. IL-1 et TNF-o induisent 1’expression de MMP-9,.
par activation de PKC{, qui a son tour, vient activer le facteur de

transcription NF-xB, nécessaire a I’induction de MMP-9.
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Chapitre 3

124



RESUME

La régulation de I’expression de la métalloprotéinase-9 (MMP-9) chez les gliomes est un
des processus clé de I’invasion tumorale a travers la matrice extracellulaire du cerveau.
Bien que certaines études ont démontré que la phosphatidylinositol-3 kinase (IP-3 kinase)
était impliquée dans I’initiation de la production de MMP-9 par les facteurs de croissance
chez d’autres types cellulaires, son implication dans les signaux de transduction médiés
par les cytokines inflammatoires conduisant & 1’expression de MMP-9 chez les gliomes
demeure inconnue. Dans ce travail, nous rapportons que 1’IP-3 kinase inhibe I’expression
de MMP-9 induite par les deux cytokines interleukin-1 (IL-1) ou le facteur de nécrose des
tumeurs-o. (TNF-a) chez les gliomes de rat C6. Ainsi, en utilisant les méthodes de
zymographie et de RT-PCR semi-quantitatif, nous avons montré que le prétraitement des
cellules C6 avec la wortmannin, un inhibiteur de I’activité IP-3 kinase, potentialisait
I’activité et I’expression du géne de MMP-9, induite par I'IL-1 ou le TNF-a.. De plus, le
prétraitement des cellules C6 avec le facteur de croissance dérivé des plaquettes (PDGF),
un inducteur de I’activité IP-3 kinase, inhibait la production d¢ MMP-9 induite par IL-1
ou le TNF-a. Cette inhibition a été abolie par la wortmannin. Egalement, des clones
stables surexprimant la forme mutante de p85a, la sous-unité régulatrice de 1’IP-3 kinase,
ont montré une légére augmentation de I’expression constitutive de MMP-9 et une
potentialisation de 1’expression de MMP-9 induite par I’IL-1 ou le TNF-a.. Malgré cela,
le traitement des cellules C6 a la wortmannin n’a pas affecté pas I’activit€ du promoteur
de MMP-9 contenant les sites de liaison des trois facteurs de transcription nécessaires a
I’induction de MMP-9 par I’IL-1 ou le TNF-o, suggérant que I’IP-3 kinase n’affecte pas
’activation des facteurs de transcription conduisant a I’expression du géne MMP-9.
L’ensemble de ces résultats indique que 1’IP-3 kinase peut agir en tant que régulateur

négatif de I’expression de MMP-9 chez les gliomes de rat C6.
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Running Title: Inhibition of MMP-9 by PI 3-kinase

Summary

The involvement of phosphatidylinositol 3 (PI 3)-kinase in the signalling pathways of
leading to MMP-9 expression in glioma cells remains unclear. Here, we report that PI 3-
kinase inhibits MMP-9 expression induced by either interleukin-1 (IL-1) or tumor
necrosis factor-o. (TNF-o) in rat C6 glioma cells. Using zymography and semi-
quantitative RT-PCR analysis, we showed that treatment of C6 cells with wortmannin, an
inhibitor of PI 3-kinase activity, potentiated the activity and gene expression of MMP-9
induced by both cytokines. In contrast, platelet derived growth factor (PDGF), an inducer
of PI 3-kinase activity in C6 cells, inhibited the IL-1- or TNF-a-induced MMP-9
production. Accordingly, this inhibition by PDGF was prevented by wortmannin.
Furthermore, stable C6 clones over-expressing the dominant-negative form of p85a, the
regulatory subunit of PI 3-kinase, potentiated the expression of MMP-9 induced by IL-1
or TNF-a. Taken together, these results indicate that PI 3-kinase can act as a negative

regulator of MMP-9 expression in C6 glioma cells.
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Introduction

Glioma represent the majority of brain tumors and always have a fatal outcome
(1). Malignant glioma cells infiltrate surrounding brain tissues by secreting proteases,
including matrix metalloproteinases (MMPs), a family of enzymes which lyses different
components of the extracellular matrix, such as collagen, fibronectin and proteoglycans
(2,3). One of these MMPs, MMP-9, has received considerable attention as its expression
correlates with the progression of glioma (4). In addition, a recent report showing that
the inhibition of MMP-9 expression by antisense gene transfer strongly reduced the
invasion of glioma cells in vitro and in vivo, indicates that MMP -9 seems to be critical
for the invasiveness of glioma cells (5). Accumulating evidence also indicates that MMP-
9 contributes not only to tumor invasion, but also to the degradation of the blood-brain
barrier, to neuro-degenerative processes, and to angiogenesis (6-8), three features
commonly associated with glial tumors. Therefore, understanding the role of the
molecules involved in the signalling pathways regulating MMP-9 gene expression in
glioma cells is important in order to identify new therapeutic targets.

Among intracellular kinases, lipid phosphatidylinosinol 3-kinase (PI 3-kinase)
seems to play a key role in glioma development as it participates both in the oncogenesis
and in the survival pathways of glioma cells (9-11). A high activity of PI 3-kinase is often
detected in glioma cells, probably due to the loss of the protein tyrosine phosphatase and
tensin homologue, PTEN, a PI 3-kinase negative regulator (12,13). PI 3-kinase is an
heterodimeric protein composed of a regulatory subunit p85a and a catalytic subunit

p110, and can be activated by growth factors, most notably the platelet-derived growth
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factor (PDGF) (14). Binding of PDGF induces autophosphorylation of tyrosine residues
located within the intracellular portion of its receptor, which serves as a binding site for
the src homology 2 domain (SH2) of the p85a regulatory subunit (15), thereby increasing
PI 3-kinase activity by allosteric regulation of p110 activity (16). PI 3-kinase has many
substrates, and can activate others kinases, including the atypical protein kinase C-zeta
(PKC-C) (17). Since we previously reported that the inflammatory cytokines interleukin-1
(IL-1) and tumor necrosis factor-a. (TNF-a) both induced MMP-9 expression in the rat
C6 glioma cells via PKC-{, through the activation of the nuclear factor-kB (NF-kB) (18),
we postulate that PI 3-kinase could be involved in the induction of MMP-9 gene
expression in glioma cells.

In this the present work, we show that inhibiting the PI 3-kinase activity of C6
glioma cells with wortmannin, potentiates the induction of MMP-9 expression at both
mRNA and protein levels. Accordingly, inducing PI 3-kinase activity in C6 cells with the
platelet derived growth factor (PDGF) inhibited MMP-9 production. This inhibition by
PDGF was in turn prevented by wortmannin. Furthermore, we show that stable C6 clones
over-expressing the dominant-negative p85a regulatory subunit of PI 3-kinase increased
MMP-9 expression induced by IL-1 or TNF-o. We therefore identify PI 3-kinase as an

important mediator of MMP-9 expression if C6 glioma cells.
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Experimental procedures

Reagents and antibodies
Reagents used were obtained from Sigma unless otherwise indicated. Wortmannin was
obtained from Calbiochem. Mouse recombinant IL-1 and TNF-a. were purchased from

Genzyme (Cambridge, MA) and PDGF from R&D Systems (Minneapolis, MN).

Cell lines

The rat C6 glioma cell line was obtained from the American type Culture Collection
(Rockville, MD). The cells and stable transfectants were grown in Ham’s F10 medium
supplemented with 15% (v/v) horse serum, 2.5% fetal bovine serum and 10 mM HEPES
buffer (complete medium). All tissue culture reagents were purchased from Life
Technologies (Mississaugua, ON). Routine testing showed the cells to be free of
mycoplasma. For stimulation assays with mouse recombinant IL-1o or TNF-a, cells were

trypsinized with a solution of 1 mM EDTA/0.25% (w/v) trypsin, seeded at a density of
106 cells/ml in 12 well cluster plates, and incubated for 18h at 37°C in 5% CO05.

Monolayers were then washed three times with PBS and fresh serum-free medium
containing the appropriate cytokine added at the indicated concentration. In some
experiments, C6 cells or transfectants over-expressing the wt-p85a. or the Ap85a form
were pre-incubated for 1 h with wortmannin or PDGF before IL-1 or TNF-o. treatment.
MTT assays were performed to ensure that these treatments had no effect on cell
viability. Unless otherwise indicated, supernatants were harvested after 18h of

stimulation and stored at -20°C until assayed.
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Zymography

Zymography was performed in 10% polyacrylamide gels that had been cast in the
presence of gelatin as previously described (20). Briefly, samples (100ul) were
lyophilized, resuspended in loading buffer and, without prior denaturation, were run on a
7.5% SDS-polyacrylamide gel containing 0.5 mg/ml of denatured collagen (gelatin;
Sigma, St.Louis, MO). After electrophoresis, gels were washed to remove SDS and

incubated for 18 h at 37°C in a renaturing buffer (S0mM Tris, SmM CaCl,, 0.02% NaN3,

1% Triton X-100). Gels were subsequently stained with Coomassie brilliant blue G-250
and destained in 30% methanol/ 10% acetic acid (v/v) to detect gelatinase secretion.
Gelatinase activity was measured in arbitrary units by quantitative analysis of negatively
stained bands through computerized image analysis (Biorad, model GS-670

Densitometer).

RNA isolation and RT-PCR analysis

Isolation of total cellular RNA was performed using the Trizol reagent (GIBCO-BRL)
according to the manufacturer’s instructions. Aliquots of 2mg of total cellular RNA were
used for first strand cDNA synthesis in 20ml of reaction volume using 100 U of
Superscript'™ II reverse transcriptase (Life Technologies). After determining the linear
range of RT-PCR for each of the target genes, amplification of the gene under
investigation was carried out using the following primers: MMP-9 sense 5'-
TCCCTCTGAATAAAGTCGACA-3'; MMP-9 antisense 5'-AGGTGACAAGGTG
GACCATG-3'; GAPDH sense primer 5'-CGGAGTCAACGGATTTGGTCGTAT-3';

GAPDH antisense 5'-AGCCTTCTCCAT GGTGGTGAAGAC-3'. The length of the
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MMP-9 and GAPDH amplicons were respectively 848 and 306 bp. Sequences of the
primers for amplification of the wild-type and mutant bovine p85a subunit of PI-3 kinase
were: (sense) 5'-TCGAGACACAGCTGACGGCA-3' and (antisense) 5'-
CCGCCTGCTTCTTCAA GTCC-3', generating a 620 bp fragment in the case of the
wild-type form of the gene, and a 520 bp fragment in the case of mutant form p850.. PCR

amplifications were performed on a MJ Research Thermal Cycler (Model PTC-100™,

Watertown, MA) using the following program: step 1, 940¢C for 1 min; step 2, 600C for 1

min; step 3, 720C for 1 min. Thirty cycles were performed for the amplification of MMP-
9, p85a and 20 cycles for GAPDH. The amplification for each gene was in the linear
curve. PCR products were visualized on 1.5% agarose gels stained by ethidium bromide
and UV transillumination. Semiquantitative analysis was done with a computerized

densitometric imager to obtain MMP-9/GAPDH ratios.

Cloning of MMP-9 promoter and transient transfections

A 737 bp fragment of the 5'-flanking region of the murine MMP-9 gene (Genbank
Accession no. AF 403768), containing Spl, AP-1 and NF-kB binding sites (i.e. all
elements necessary for MMP-9 promoter activity) (22), was obtained by PCR
amplification using stringent conditions on a genomic DNA using the following primers :
(5" primer 5'-AGGAAGGATAGTGCTAGCCTGAGAAGGATG-3' and (3') primer 5'-
CCGAAACTCGAG GAGAGCCAGGAGCAGGG-3'". Integrity of the DNA sequence
was confirmed by DNA automated sequencing. The fragment was digested by Nhel and
Xhol and subsequently ligated into pGL-III Basic vector encoding the Firefly luciferase

gene (Promega, Madison, WI) to generate pGL-MMP-9wt (wt, wild type). Transient
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transfections were performed using Lipofectamine 2000 according to the manufacturer’s
instructions (Life Technologies). Transfection efficiency was monitored by co-
transfection with 0.5 pug of the pSV/B-gal plasmid encoding B-galactosidase (Promega).
Cell lysis and luciferase assays were performed 48h post-transfection using the
Luciferase Assay System (Promega) in a luminometer (Berthold Lumat LB 9507) and
values were converted to relative light units (RLU). B-galactosidase activity was
measured assay using o-nitrophenyl-B-D-galactopyranoside as a substrate according to

the B-galactosidase Assay System (Promega).

Generation of stable transfectants expressing dominant-negative mutant of p85a
subunit of PI-3-kinase.

The wild type (wt-p85a) and dominant-negative (Ap85w) encoding cDNAs were kindly
provided by Dr W. Ogawa (Kobe University School of Medicine, Japan). In the
dominant-negative form, 35 amino acids, involved in the binding with the p110 catalytic
subunit of PI 3-kinase, are deleted in the inter-SH2 region from residues 479 to 513, and
two other amino acids (Ser-Arg) are inserted in this deletion (19). To obtain C6 stable
transfectants constitutively over-expressing the wild-type or the deleted form of p85a,
co-transfection was carried out by using Lipofectamine 2000 (Life Technologies),
following the manufacturer’s instructions, with 4 pug of SRo-p850. or SRa-Ap85a
plasmids and 500 ng of the SRa plasmid encoding for puromycine resistance (SRo-puro,
kindly provided by Dr. Frangois Denis, INRS-Institut Armand-Frappier). Controls were
generated using C6 cells co-transfected with 4 pg of the empty vector SRa and 500 ng of
SRoa-puro. After 6 h of transfection in serum free medium, transfected cells were allowed

to grow in complete medium containing 2ug/ml of puromycin (Life Technologies) before
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individual colonies were picked and expanded into cell lines. Individual clones were then

tested for expression of p85a by RT-PCR as described above.
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Results

Induction of MMP-9 activity and mRNA expression by IL-1 or TNF-a is enhanced
by wortmannin C6 glioma cells

To determine whether PI 3-kinase participated in the IL-1- and TNF-a-mediated
induction of MMP-9 secretion by C6 cells, we used the specific PI 3-kinase inhibitor
wortmannin, a fungal protein. The cells were incubated at varying concentrations of the
inhibitor, stimulated for 16 h with IL-1 and TNF-a, and MMP-9 secretion in serum-free
supernatant was measured by gelatin zymography, as previously described (20). Our
results showed that wortmannin strongly increased, in a dose-dependent manner, the
levels of MMP-9 induced by both IL-1 and TNF-a (Fig.1A). Constitutive levels of MMP-
9 secretion were also increased by wortmannin treatment, most likely due to the fact that
C6 cells constitutively express low levels of both IL-1 and TNF-a (21). The effect of
wortmannin on IL-1- and TNF-a-induced MMP-9 secretion in C6 cells was also
observed at the mRNA level (Fig. 1B). In contrast, GAPDH mRNA levels remained
unchanged following treatment with the PI 3-kinase inhibitor in presence of the
inflammatory cytokines.

To further characterize the effect of the PI 3-kinase inhibitor on MMP-9 transcriptional
activity, we transfected C6 cells with a vector encoding a reporter gene construct (pGL-
MMP-9wt) containing the MMP-9 promoter with the proximal transcriptional DNA
binding motifs specific for the transcription factors (AP-1, NF-kB and Sp1) and shown to
be sufficient to induce MMP-9 promoter activity in a transient transfection assay (22).

Transient transfections of C6 cells with pGL-MMP-9wt resulted a 2.8- and 2-fold
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increase in MMP-9 transcriptional promoter activity induced by IL-1 or TNF-a,
respectively (Fig.1C). Treatment with wortmannin had no effect on either the basal- or
cytokine induced-transcriptional promoter activity of MMP-9. This indicates that PI 3-

kinase regulates an upstream inhibitory element in the MMP-9 promoter.

PDGF inhibits the IL-1- or TNF-a-induced MMP-9 expression in C6 glioma cells

The above results were consistent with the idea that PI 3-kinase negatively regulates the
induction of MMP-9 by IL-1 and TNF-a. To test this hypothesis, we used a second
approach, which consisted of determining whether stimulation of C6 cells via PDGF, a
growth factor known to activate PI 3-kinase activity in these cells (23), could inhibit the
IL-1 or TNF-o-induced MMP-9 expression. Gelatin zymography showed that PDGF was
in fact able to downregulate MMP-9 activity induced by TNF-a in a dose-dependent
manner (Fig.2A), while it had no effect on MMP-9 and MMP-2 constitutive expression.
Furthermore, PDGF inhibited the MMP-9 secretion induced by IL-1 (Fig.2B), thus
supporting the hypothesis that PI 3-kinase negatively regulates MMP-9 expression

induced by inflammatory cytokines.

Inhibition of MMP-9 expression by PDGF is reversed by wortmannin

To confirm that the inhibition of MMP-9 expression by PDGF is related to its ability to
activate PI 3-kinase, we pre-treated C6 cells with the wortmannin before adding PDGF
and IL-1 or TNF-a. A low concentration of wortmannin was used to ensure that this
inhibitor was present in a non-saturable concentration. Indeed, the wortmannin slightly

increased MMP-9 activity induced by TNF-o, and was also able to completely reverse
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the inhibitory effect of PDGF (Fig.3). The same result was obtained when MMP-9
expression was induced by IL-1 (data not shown). These observations suggest that PDGF

inhibits MMP-9 expression via PI 3-kinase.

Over-expression of a dominant-negative form of p85a upregulates MMP-9
expression

To further confirm that the PI 3-kinase pathway was involved in the regulation of MMP-9
expression, we transfected C6 cells with a vector encoding a dominant-negative mutant
of p85a (Ap85a). Expression of a dominant-negative mutant of p85a., in which the inter-
SH2 region required for binding the p110 subunit is disrupted, has been shown to inhibit
PI 3-kinase activity in different cell types, including C6 cells (24). As a control, C6 cells
were stably transfected with the empty SRa vector. We found that over-expression of
Ap85a resulted in enhanced MMP-9 secretion in response to both inflammatory
cytokines compared to C6 cells expressing the empty vector (Fig.4). This increase of
MMP-9 secretion was concomitant with an increase in the 58 kDa-associated
gelatinolytic activity previously observed in C6 cells treated with wortmannin (Fig.1),
confirming the inhibitory effects of the Ap85a constructs in the PI 3-kinase pathway in
C6 cells, and further establishing a physiological link between this pathway and the

conversion of MMP-2 from a 62 kDa into a 58 kDa form.
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Discussion

In the present work, we have shown that: 1) inhibition of PI 3-kinase with
wortmannin, a specific inhibitor of PI 3-kinase, increased IL-1 and TNF-a induced
MMP-9 expression both at the mRNA and at the protein levels, 2) an activator of PI 3-
kinase, PDGF, inhibited the MMP-9 expression induced by IL-1 or TNF-a, and this
inhibition is reversed by wortmannin, and 3) the over-expression of a mutant form of
p85a, increases basal- and cytokine-induced-MMP-9 expression.

In a recent work, we have shown that IL-1 and TNF-a induced expression of
MMP-9 in the rat C6 glioma cells via the activation of PKC-{ and the transcription factor
NF-xB (18). Our results now identify PI 3-kinase as a negative regulator of MMP-9 gene
expression in C6 cells. Our results with the reporter vector encoding the promoter of
MMP-9 the NF-kB transcriptional element, previously shown to be essential for the
MMP-9 transcriptional promoter activity (18), suggest further that the inhibitory effect of
PI 3-kinase is not acting directly on the NF-xB pathway. This hypothesis is corroborated
by previous studies in C6 cells, most notably those aimed at characterizing the
intracellular pathways required to transduce the signal from the cell surface to the nucleus
for the induction of the nitric oxyde synthase gene (iNOS) in C6 glioma cells. These
studies specifically showed : 1) that stimulation of C6 cells by IL-1 does not modulate PI
3-kinase activity, and 2) that treatment of C6 cells with PI 3-kinase inhibitors does not
affect the DNA binding and transcriptional activity of NF-xB (24). Thus, the PI 3-kinase
pathway could modulate the access of transcriptional factors to their binding site located

in the distal region of the MMP-9 promoter. Such yet unidentified upstream cis-acting
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regulatory elements (-7745 to -2722 bp) have indeed been trancriptional elements of the
MMP-9 promoter and to be responsible for the cell-specific MMP-9 expression (25).

We initially postulated that PI 3-kinase could be implicated in the upregulation of
MMP-9 induced by inflammatory cytokines, as it is observed in many other cell types. PI
3-kinase can activate PKC-{, which plays a key role in the regulation of MMP-9
expression in C6 glioma cells through NF-xB (18). The ability of PI 3-kinase pathway to
provide inhibitory signals for MMP-9 expression is not in fact unique for glioma cells.
Others have reported such an observation for other cell types, most notably for T cells in
the case of MMP-2 and MMP-9 (26). Most likely, molecules such as Cg-ceramide and
p2lras are acting as intermediate messengers between IL-1/TNF-o0 and PKC-( as they
have been shown to be potent activators of PKC-{ (27,28) and to be involved in the
activation of NF-xB in C6 cells and in rat primary astrocytes (29). Further studies on the
early events in the signaling cascade leading the activation of PKC-{ by IL-1 and TNF-a
should clarify this issue.

Our data suggest that there is a functional link between PI 3-kinase, PDGF and
MMP-9 in glioma cells. Numerous studies have shown that PDGF was an inducer of PI
3-kinase activity, most notably via the src tyrosine kinase family proteins, including
pp60-src (30,31). However, as C6 cells over-expressing a dominant negative of pp60-src
still displayed an inhibition of MMP-9 activity induced by PDGF (data not shown), the
possibility that this protein is involved in the signaling pathway activated by PDGF is
unlikely. This is consistent with the results of Kronfeld et al. (32) who showed that PDGF

receptors are able to recruit two others proteins, fyn and lyn, but not pp60-src, upon
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ligation with its natural ligand in C6 cells. It would thus be of interest to investigate the
role of these two tyrosine kinases in the regulation of MMP-9 expression.

In conclusion, we showed that PI 3-kinase and PDGF are likely involved in the
signaling cascade that inhibits the transcription of the MMP-9 gene, without affecting the
activation of NF-kB in the C6 glioma cells. Further studies are needed to shed more light
on the mechanism regulating the expression of MMP-9 by PI 3-kinase in order to find

new specific therapeutic targets.
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Figure Legends

Figure 1. Effect of wortmannin on MMP-9 expression and on promoter
activity. (A) Effect of wortmannin on MMP-9 secretion by glioma cells. C6
glioma cells were pre-treated with the indicated doses of wortmannin for 1h,
and either stimulated with murine IL-1 (100 U/ml) or murine TNF-o (100
U/ml). After 18h, supernatants were collected, lyophilized and assayed for
their gelatinase content by zymography. Controls included not stimulated cells
(NS) and cells without wortmannin. Molecular weight markers (kDa) are
shown on the left of the gel. Results are representative of three independent
experiments. (B) Effect of wortmannin on MMP-9 mRNA levels in glioma
cells. At 10h post-stimulation with IL-1 and TNF-q, above, total RNA was
extracted and RT-PCR analysis using MMP-9 and GAPDH specific primers,
was performed as described in "Experimental Procedures”. Molecular weight
markers are 100 bp ladder. Results are representative of three independent
experiments. (C) Increase of MMP-9 promoter activity by cytokines is not
affected by wortmannin. C6 glioma cells were cultured in six-well plates and
cotransfected with 4ug of pGL-Basic (control vector) or pGL-MMP-9wt and
0.5ug of pSV/B-gal. Twenty hours after transfection, cells were either not pre-
treated (-) or pre-treated (+) for 1h with 100 nM of wortmannin and either not
stimulated (NS) or stimulated with 100 U/ml of IL-1 or TNF-a for 48 h.

Values of luciferase activities were corrected for transfection efficiencies by
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assaying for B-galactosidase activity. This experiment was performed in

duplicates and was repeated twice with similar results.

Figure 2. Inhibition of MMP-9 activity by PDGF. C6 cells were pre-treated
without (-) or with (+) the PDGF-BB at the indicated doses for 1h, and either
not stimulated (NS) or stimulated with murine (A) TNF-o (100 U/ml) or (B)
IL-1 (100 U/ml). After 18h, supernatants were collected, lyophilized and
assayed for their gelatinase content by zymography. Results are representative

of three independent experiments.

Figure 3. Reversion of the PDGF effect on MMP-9 expression by
wortmannin. C6 glioma cells were not treated (-) or treated (+) with
wortmannin at the indicated dose for 30 min, and with PDGF-BB (20ng/ml)
for 1h, and either not stimulated (NS) or stimulated with murine TNF-o (100
U/ml). After 18h, supernatants were collected, lyophilized and assayed for
their gelatinase content by zymography. Results are representative of three

independent experiments.

Figure 4. MMP-9 induction by cytokines in mutant p85c clones, is
potentiated. V, Ap85a-1 and Ap85a-2 clones were either not stimulated (NS) or
stimulated with murine IL-1 (100 U/ml) or TNF-o (100 U/ml). After 18h, their

supernatants were collected, lyophilized and assayed for their gelatinase
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content by zymography. Results are representative of three independent

experiments.
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Figure.1A
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Figure.1B
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Figure.1C
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Figure.2A
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Figure.2B
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Figure 3
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Figure 4
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CONCLUSION DU CHAPITRE 3

Figure 12 : IP 3-kinase dans la régulation de I’expression de MMP-9
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Légende : Schéma représentant la régulation de I’expression de MMP-9
chez le gliome par IP 3-kinase. IL-1 et TNF-o induisent I’expression de
MMP-9,. par activation de PKCC, qui a son tour, vient activer le facteur de
transcription NF-kB, nécessaire a I’induction de MMP-9. PDGF inhibe cette

induction par activation de la molécule IP 3-kinase.
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Discussion générale
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LA REGULATION POSITIVE DE L’EXPRESSION DE MMP-9

Dans le premier chapitre, nous avons montré que les cytokines pro-inflammatoires, IL-1
et TNF-a, possédent la capacité d’induire 1’expression de MMP-9 chez des lignées
cellulaires continues de gliomes de rat (C6) et d’origine humaine (A172). Ce mécanisme
a également été observé chez les macrophages (Zhang ef al., 1998), rajoutant ainsi une
autre propriété a celles déja communes aux gliomes et aux macrophages (Leenstra ef al.,
1995). Etant donné que les macrophages infiltrants sont activés en périphérie de la zone
d’invasion du gliome et qu’ils peuvent produire de I’IL-1 et du TNF-a (Schneider ef al.,
1992), il est possible que ces cellules du systéme immunitaire participent & I’invasion du
gliome en jouant sur la production de MMP-9. Cependant, il semblerait que 1’activation
du systéme immunitaire joue un rdle déterminant sur la croissance du gliome. En effet,
chez des patients atteints de gliome, il existe une corrélation entre 1I’expression de 1I’IL-1,
associée a une baisse de I’expression de TGF-p, une cytokine immunosuppressive, et un
meilleur taux de survie (Cuny et al., 2002). De plus, I’IL-1 peut induire une baisse de la
croissance des gliomes in vitro (Oelmann et al., 1997) et meme, dans certains cas, induire
I’apoptose (Castigli et al., 2002).

Bien que I’[L-1 et le TNF-a induisent de novo ’expression de MMP-9 chez le gliome, ils
n’affectent pas la production de MMP-2, suggérant que 1’expression de MMP-9 et de
MMP-2 sont régulées par des signaux distincts. Cette différence se signale notamment au
niveau des régions des promoteurs des génes MMP-9 et MMP-2, ce dernier manquant les
éléments TATA et le site de liaison du facteur de transcription AP-1, essentiels a la
transcription du géne MMP-9 (Sato et Seiki, 1993). De plus, dans les deux lignées de
gliomes testées, MMP-2 est présente constitutivement sous sa forme activée, alors que
MMP-9 est principalement sécrétée sous sa forme pro-enzymatique, ce qui suggere que
ces deux gélatinases ont une régulation post-transcriptionnelle différente. La présence de
la forme activée dans les surnageants des cellules C6 et A172 pourrait refléter la présence
des MT-MMPs a leur surface, étant donné qu’il existe une corrélation entre I’activation
de MMP-2 et I’expression des MT-MMPs durant la progression du gliome (Yamamoto ef
al., 1996). Cette activation de MMP-2 pourrait étre responsable de la génération de
formes mineures actives de MMP-9, détectées dans les surnageants des cellules C6, car

MMP-2 posséde la capacité d’activer pro-MMP-9 (Fridman et al., 1995).
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Dans le deuxiéme chapitre, nous avons mis en évidence le réle clé d’un isoforme
atypique PKC, PKC-{, dans le signal intracellulaire d’induction de I’expression de MMP-
9 par IL-1 et TNF-o., dans les cellules C6. En effet, la surexpression de cet isoforme
induit une expression constitutive de MMP-9, ainsi que 1’augmentation de I’activité
transcriptionnelle de son promoteur. De plus, ’ajout d’un peptide inhibiteur de
I’activation de PKC-{, diminue fortement I’induction de MMP-9 par IL-1 ou TNF-a.
Malgré cela, nous ne pouvons exclure une participation similaire d’une autre PKC
atypique, étant donné que ce peptide peut également inhiber PKC-1, un autre isoforme
exprimé chez C6 (Anthonsen et al., 2001). De plus, il est probable que d’autres classes
d’isoformes PKC jouent le r6le de régulateurs de I’expression de MMP-9. Ainsi, en pré-
traitant les cellules C6 a I’aide d’un inhibiteur pharmacologique, le RO 31-8220,
spécifique des PKCs, mais non-spécifique des différents isoformes, nous avons généré
une potentialisation de I’expression de MMP-9, induite par 1I’'IL-1 ou le TNF-a. Ce
résultat suggére I’implication d’autres isoformes PKC, qui pourraient agir en tant que
régulateurs négatifs de ’expression de MMP-9. Un tel rdle a été mis en évidence chez les
macrophages, ou des dominant-négatifs de 1’isoforme classique PKC-a de la lignée RAW
264.7 ont montré une augmentation de la production de MMP-9, induite par le LPS (St-
Denis et al., 1998). La régulation de I’expression de MMP-9 par les PKCs semble donc
étre complexe, faisant intervenir différents isoformes, et est probablement la résultante de
leur niveau d’expression et de ’activation de différents isoformes. De plus, il est possible
que certains isoformes PKC activables par le PMA agissent en coopération avec PKC-(,
étant donné que le PMA induit une potentialisation de I’expression de MMP-9 en
présence de I’[L-1 ou du TNF-a, suggérant ainsi deux voies de signalisation
indépendantes dans la régulation de I’expression de MMP-9. Ainsi le PMA peut activer le
facteur de transcription AP-1 par les PKCs dans les cellules C6 (Lee et al., 2001), facteur
connu pour opérer en synergie avec NF-xB, et augmenter 1’expression de MMP-9 (Sato
et Seiki, 1993).

De plus, nos données établissent un lien fonctionnel entre PKC-{, IL-1, TNF-a, et
’activation de NF-kB, un facteur de transcription nécessaire a I’induction de I’expression
de MMP-9 (Sato et Seiki, 1993). L’implication de NF-xB et de PKC-{ dans I’induction
de la production de MMP-9 par IL-1 et TNF-a résulte probablement de 1’activation de la
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kinase IxkB par PKC-{ (Diaz-Meco et al., 1994), ce qui induit la dissociation du
régulateur négatif IkB de NF-xB, et permet la translocation nucléaire de ce facteur de
transcription (DiDonato ef al., 1997). Cependant, ’activation de NF-kB induite par IL-1
dans les cellules C6 ne semble pas dépendre de la phosphorylation de IxB, mais plutot de
I’activité du protéasome nécessaire a la dégradation de IkB (Uehara et al., 1999).
Comme PKC-{ peut également étre impliquée dans la phosphorylation de Rel A (p65),
une sous-unité de NF-xB, entrainant ainsi une augmentation de son activité
transcriptionnelle, il est possible que ce mécanisme soit prépondérant dans les cellules C6
(Anrather ef al., 1999). Ainsi, des cellules provenant de souris déficientes pour le géne
PKC-{ ont montré une inhibition de I’activation de NF-xB par les cytokines IL-1 et TNF-
a, provenant de la baisse de phosphorylation de p65 par PKC-{ (Leitges et al., 2001).

Le fait que la surexpression de PKC-{ soit suffisante pour induire I’expression de MMP-
9, suggére I’activation d’un autre facteur de transcription nécessaire a I’expression de
MMP-9, AP-1 (Sato et Seiki, 1993), et suggére une association entre PKC-{ et AP-1.
L’augmentation de la liaison d’AP-1 a son site dans le promoteur de MMP-9 pourrait étre
due & une augmentation de I’expression des taux d’ARNm du proto-oncogene c-jun, une
protéine faisant partie de AP-1, tel qu’observé chez des cellules U937 surexprimant PKC-
¢ de facon stable (Ways ef al., 1994). L activation d’AP-1 et NF-kB étant modulée par
les MAPK (Beyaert et al., 1996; Karin, 1995), et pouvant étre activées par PKC-{
(Takeda ef al., 1999; Berra et al., 1995), il serait intéressant d’étudier I’implication de ces
molécules dans la cascade d’activation menant a ’augmentation de I’expression de
MMP-9 dans les transfectants stables C6 surexprimant PKC-{. Une des cibles
potentielles serait p38, une MAPK que nous avons récemment identifiée comme étant
impliquée dans I’induction de I’expression de MMP-9 par IL-1 et TNF-a chez les cellules
C6 (Missé et al., 2001). Cependant, il est également possible que PKC-{ induise ou
augmente 1’expression de cytokines pouvant induire 1’expression de MMP-9. Ainsi, il a
été décrit que les PKCs sont impliquées dans I’augmentation de I’expression de TNF-a
chez les macrophages (d’ Addario et al., 2000).

Nous avons également déterminé que I’IL-1 et le TNF-a sont des cytokines capables

d’induire 1’activation de PKC-{. Bien que ce mécanisme ait été décrit dans d’autres types
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cellulaires, tels que les monocytes U937 et chez des cellules cancéreuses de la vessie
(Muller ef al., 1995; Limatola ef al., 1997), les messagers secondaires impliqués dans
I’activation de PKC-{, sous I’effet stimulateur de I’IL-1 ou du TNF-a, demeurent peu
connus. Parmi ces messagers, 1’oncogéne ras ou les dérivés de la céramide pourraient
jouer un réle dans I’activation de PKC-{, étant donné qu’ils peuvent intéragir directement
avec PKC-{, et, ainsi, augmenter son activité (Diaz-Meco et al., 1994; Muller ef al.,
1995). De plus, ces 2 molécules ont été décrites comme étant impliquées dans I’activation
de NF-xB par I'IL-1 et le TNF-a, chez des astrocytes primaires de rat et les cellules C6
(Pahan et al., 1998 et 2000). Ainsi, ras et les dérivés de céramide pourraient faire partie
des signaux de transduction conduisant a I’expression de MMP-9 chez le gliome.

PKC-{ peut donc jouer un rdle important dans I’invasion et la dissémination du gliome,
par induction de 1’expression de MMP-9. Etant donné I’importance de MMP-9 dans les
processus d’angiogénése, de démyélinisation, et de la dégradation de la BHE (Bergers ef
al., 2000; Rosenberg et al., 1995; Proost et al., 1993), trois caractéristiques associées au
gliome, ’emploi d’agents inhibiteurs de ’activité ou de I’expression de PKC-{, visant a
bloquer 1’expression de MMP-9, pourrait étre bénéfique en thérapie. De plus, PKC-{
étant impliquée dans la survie cellulaire (Wooten et al., 1999), de tels agents pourraient
inhiber les voies anti-apoptotiques et donc augmenter 1’effet des drogues
chimiothérapeutiques, actuellement utilisées dans les traitements du gliome. Ainsi, il a été
récemment suggéré que I’inhibition de PKC-{ pourrait conférer une chimiosensibilité aux

cellules tumorales (Filomenko ef al., 2002).

LA REGULATION NEGATIVE DE L’EXPRESSION DE MMP-9

Au mécanisme menant a I’induction de I’expression de MMP-9 s’ajoute un processus de
régulation. Cette régulation négative semble étre contrdlée par I’enzyme IP 3-kinase,
étant donné que les dominant-négatifs C6 de la sous-unité régulatrice (p85a) de cette
kinase démontrent une potentialisation de I’expression de MMP-9 lorsque ces cellules
sont stimulées a I'IL-1 ou au TNF-a.. De plus, ces clones stables augmentent leur activité
gélatinolytique, en générant une forme supplémentaire a 58 kDa, qui correspond & une
forme active de MMP-2 (Knauper ef al., 1996). Cette observation corrobore I’effet de la

wortmannin, qui est également capable d’augmenter la génération de cette forme de 58
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kDa. Ces résultats suggérent un rdle de I’IP 3-kinase dans I’activation de MMP-2 chez le
gliome. Aussi, il serait intéressant d’étudier la régulation des MT-MMPs par IP 3-Kinase,
étant donné que ces protéases membranaires sont impliquées dans les processus
d’activation de MMP-2, et dont I’expression corréle avec I’activation de MMP-2 chez le
gliome in vivo (Yamamoto ef al., 1996). Cette génération d’une forme supplémentaire de
MMP-2 est également présente chez les clones qui surexpriment PKC-{, ce qui corrobore
la corrélation entre I’activité MMP-2 et ’activité PKC observée chez d’autres lignées de
gliomes (Uhm ef al., 1996).et suggére ainsi une inhibition de I’activité IP 3-kinase par
PKC-{ dans ces transfectants. En effet, un tel mécanisme est envisageable car PKC-{ a
été démontrée comme étant un régulateur négatif de ’activité kinase PKB/Akt, molécules
responsables de ’activation de I’IP 3-kinase (Doornbos ef al., 1999). Ainsi, il est possible
que les voies de signalisation entre PKC-{ et IP 3-kinase soient intéractives plutdt que
paralléles. En effet, Romanelli ef al. (1999) ont montré que PKC-{ est un régulateur de
I’activation de la kinase p70 S6, une molécule impliquée dans la prolifération cellulaire
qui est également controlée par IP 3-kinase. De plus, PDK1, un effecteur de IP 3-kinase,
peut aussi phosphoryler et activer PKC-{ (Le Good et al., 1998).

Bien que les dominant-négatifs de p85a. montrent une potentialisation de la production de
MMP-9 par les cytokines, il est étonnant de constater que la surexpression de la forme
p850. sauvage induit le méme phénotype, suggérant une inhibition de I’activité IP 3-
kinase par surexpression de sa forme régulatrice. En effet, il a récemment été démontré
que D’activité IP 3-kinase est contrdlée par I’équilibre moléculaire entre la sous-unité
catalytique et régulatrice; ainsi, une surexpression de p85c. peut conduire & une inhibition
de I’activité IP 3-kinase, par compétition entre le monomere p85u et le dimére p85a-
pl110 (Ueki et al., 2002).

L’inhibition de ’expression de MMP-9 exercée par IP 3-kinase est un mécanisme qui ne
semble pas interférer au niveau de I’activité transcriptionelle de son promoteur, tel que
démontré par les expériences de luciférase. Ce qui suggére un contrdle par IP 3-kinase
indépendant de I’activation des facteurs de transcription, nécessaires a I’induction de
MMP-9, comme AP-1 et NF-kB, contenus dans le promoteur cloné. Ces résultats
corroborent le fait que le traitement des cellules C6 avec la wortmannin n’affecte le

potentiel de liaison de NF-kB a son site (Pahan et al., 1999). Par contre, il est possible
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qu’il existe des éléments régulateurs, présents en amont dans le promoteur de MMP-9,
contrdlés par IP 3-kinase, et qui pourraient affecter ’activité transcriptionelle de facteurs
tels que AP-1 ou NF-kB. Aussi, la présence d’éléments régulateurs, contrélant
I’expression tissulaire de MMP-9, situés entre -7745 et -2722 bp, a été rapportée, mais
ces mécanismes moléculaires demeurent peu connus (Munaut et al., 1999).

Comme nous 1’avons décrit dans le troisiéme chapitre, le facteur de croissance PDGF,
inhibe ’expression de MMP-9, induite par I’IL-1 ou le TNF-a, via I’activation de IP 3-
kinase, dans le gliome C6. Cette activation de IP 3-kinase par PDGF ne fait pas intervenir
p60-src comme intermédiaire, étant donné que des dominant-négatifs C6 de p60-src ne
bloquent pas I’effet inhibiteur du PDGF sur I’expression de MMP-9. En effet, la
stimulation des cellules C6 au PDGF n’induit pas le recrutement de p60-src au niveau de
ses récepteurs, contrairement a d’autres molécules appartenant a la famille src, telle que
fyn et Iyn (Kronfeld ef al., 2000). Ces deux molécules, capables d’activer directement IP
3-kinase (Pleiman et al., 1994), sont probablement impliquées dans la voie de
transduction menant a I’inhibition de I’expression de MMP-9.

Un autre facteur de croissance, TGF-B, est capable d’inhiber I’expression de MMP-9
induite par ’IL-1 ou le TNF-a. Aussi, bien que les signaux induits par TGF-B soient
généralement différents de ceux induits par le PDGF, il est possible que TGF-B soit
capable d’activer IP 3-kinase chez les cellules C6. En effet, un tel mécanisme a
récemment été rapporté chez les cellules épithéliales mammaires (Bakin ef al., 2000). De
plus, ’effet de TGF-B sur I’expression de MMP-9 peut résulter de I’induction de
’expression de PDGF selon une boucle autocrine (Battegay ef al., 1990; Press et al.,
1989). Ce mécanisme pourrait expliquer le fait que TGF-B agisse de facon paradoxale
chez les gliomes, dans le sens ou la cytokine stimule la prolifération cellulaire chez les
glioblastomes multiforme hyperdiploidiens mais fonctionne comme un inhibiteur chez les
gliomes quasi-diploidiens de stade moins avance (Jennings et Pietenpol, 1998).

Un autre mécanisme menant a I’inhibition de I’expression des MMPs par TGF-B a été
décrit. Ainsi, il est connu que TGF-B inhibe I’expression de MMP-3 via une séquence se
liant 2 ’oncogéne fos, nommée TIE (TGF- inhibitory element), empéchant ainsi
I’activité transcriptionelle de AP-1, nécessaire a I’expression de MMP-3 (Kerr et al.,

1990). Etant donné que cette séquence est présente dans le promoteur de MMP-9
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(Huhtala ef al., 1991), il est possible que la régulation de I’expression de MMP-9 par
TGF-B dans les cellules C6 se fasse selon ce mécanisme. Il a été également démontré que
la voie de signalisation induite par TGF- peut interférer avec I’activation de NF-kB. En
effet, TGF-B peut inhiber I’activité¢ NF-kB/Rel en induisant la transcription de IkB dans
les lymphomes de type B (Arsura ef al., 1996). De plus, les protéines smad, composantes
essentielles des voies de signalisation intracellulaires de TGF-B, sont capables d’intéragir
avec la protéine CBP/P300, un co-activateur transcriptionnel se liant a8 NF-xB activé par
les cytokines pro-inflammatoires. Les protéines smad peuvent ainsi induire une
compétition avec NF-kB pour la liaison 8 CBP/P300. De cette compétition résulte une
inhibition de ’activité transcriptionnelle de NF-kB (DiChiara et al., 2000). Les protéines
smad peuvent également jouer un rodle de répresseurs transcriptionnels en recrutant les
histones déacetylases, molécules qui causent une condensation de la chromatine
entourant I’ADN et ainsi réduisent I’accessibilité aux facteurs de transcription (Wotton et
al., 1999). De plus, le fait que PMA potentialise I’expression de MMP-9 induite par I’IL-
1 et le TNF-a et que cette augmentation demeure conservée en présence de TGF-
B suggére que I’effet du PMA est indépendant de celui du TGF-p.

Ainsi, PDGF et TGF-B, deux facteurs mitogéniques des cellules C6 (Strawn et al., 1994;
Ryken ef al., 1992), inhibent ’induction de I’expression de MMP-9 par les cytokines pro-
inflammatoires. I1 semblerait donc que lorsque le gliome stimule sa prolifération a I’aide
de facteurs de croissance, tels que PDGF et TGF-B, il réduit son potentiel invasif.
Cependant, il est étonnant de constater que deux facteurs favorisant ’angiogénese du
gliome, comme le PDGF et TGF-B (Dunn et al., 2000) réduisent 1’expression de MMP-9,
une enzyme participant également & ce processus. Nos résultats suggérent donc que la
MMP-9 sécretée par le gliome participerait peu aux mécanismes angiogéniques.
Cependant, il semblerait que la contribution de MMP-9 & I’angiogénése provienne plutot
des cellules stromales, telles que les cellules endotheliales, que des cellules tumorales
(Huang et al., 2002). Ainsi I’expression de MMP-9 chez les gliomes humains a été
localisée non seulement au niveau des cellules cancéreuses, mais également dans les

structures vasculaires entourant le gliome (Raithatha et al., 2000).
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LA METHYLATION ET L’EXPRESSION DES TIMPS

Nous avons ensuite déterminé si 1’équilibre MMP-9/TIMPs pouvait étre affecté suite a
I’induction de I’expression de MMP-9 par les cytokines. Bien que I’IL-1 et le TNF-a ne
semblent pas affecter I’expression constitutive des inhibiteurs préférentiels de I’activité
MMP-9, TIMP-1 et TIMP-3, ceux-ci démontrent un taux d’expression réduit dans les
cellules surexprimant PKC-{ (annexe 1). Cette diminution est partiellement bloquée lors
d’un traitement des cellules avec un inhibiteur de I’activité méthyltransférase,
I’azacytidine (annexe 2), suggérant ainsi que la baisse d’expression des TIMPs serait
contrdlée par la méthylation de ’ADN au niveau de leur promoteur. Ainsi,
I’hyperméthylation du promoteur de TIMP-3 a été rapportée dans plusieurs types de
cancers (Kang et al., 2001; Zochbauer-Muller et al., 2001) et semble induire la
répression de ’expression de ce géne (Backman ef al, 1999; Sun et al., 1995).
L’expression de TIMP-1 semble étre aussi dépendante du taux de méthylation de son
promoteur (Anderson et Brown, 2002). En effet, il est possible que la méthylation des
CpG des promoteurs affectent la liaison de certains facteurs de transcription a leur site.
Ainsi, le facteur de transcription Spl, important dans 1’expression de TIMP-1 et TIMP-3
(Verrecchia et al., 2001; Wick ef al., 1995), ne peut se lier a son sitt CCGCCC lorsque
les cytosines sont méthylées (Clark et al., 1997). De plus, les méthyltransférases sont
capables de recruter les histones déacetylases qui condensent la chromatine et ainsi
empéchent I’accessibilité des facteurs de transcription a ’ADN (Fuks ef al., 2001;
Robertson et al., 2000; Rountree ef al., 2000). Les histones déacetylases peuvent
également étre recrutées par des protéines se liant spécifiquement aux séquences
méthylées, formant ainsi des complexes répresseurs (Ballestar et Wolffe, 2001).
L’augmentation de la méthylation de ’ADN dans les transfectants PKC-{ est due a
’augmentation de 1’activité méthyltransférase (annexe 3), démontrant ainsi un lien
fonctionnel entre les DNMTs responsables de la méthylation de I’ADN et PKC-{. Ainsi,
I’activité PKC-{ détectée au niveau nucléaire (annexe 4), pourrait étre responsable de
’augmentation de I’activité méthyltransférase globale, principalement due & ’enzyme
DNMT]1 (Pradhan et al., 1997). Cependant, nous ne pouvons pas écarter I’implication des
méthyltransférases de novo, étant donné que ces enzymes peuvent coopérer avec DNMT1

pour induire la répression transcriptionnelle des génes (Rhee et al., 2002).
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Nous avons ensuite établi un lien direct in vitro entre PKC-{ et DNMT1, démontrant que
PKC-{ est capable de phosphoryler I’enzyme recombinante DNMT1 (annexe 5). Il reste &
déterminer I’effet de la phosphorylation sur I’activité méthyltransférase de DNMT], et
également de confirmer si la phosphorylation de DNMT]1 observée dans les cellules
(Glickman ef al., 1997) est due spécifiquement a PKC-{. La phosphorylation de DNMT1
par PKC-{ pourrait faciliter I’activité méthyltransférase en augmentant I’affinité de
liaison de DNMT]1 pour son substrat. En effet, certaines protéines, telles que p53, ont
démontré une activation de leur capacité de liaison a I’ADN, suite & leur phosphorylation
(Blaydes et al., 2001). 11 est également possible que la phosphorylation de DNMT1
induite par PKC-{ affecte 1’association de la méthyltransférase a d’autres protéines, telle
que I’oncogéne Rb, dont I’association 4 DNMT! induit une inhibition de I’activité
méthyltransférase (Pradhan et Kim, 2002).

Ce nouveau contrdle de la méthylation de I’ADN par un isoforme PKC permettrait aux
PKCs de moduler ’expression des génes, tels que les TIMPs, via DNMTI. Ce
mécanisme pourrait expliquer la réduction de ’expression des TIMPs observée chez les

gliomes de stade avancé (Kachra ef al., 1999; Mohanam ef al., 1995).
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Nous avons déterminé que 1’expression de MMP-9 peut étre induite par les cytokines
pro-inflammatoires IL-1 et TNF-a chez des cellules cancéreuses gliale humaines ou de
rat. De plus, cette induction de I’expression de MMP-9 est réprimée par une cytokine
immuno-suppressive, TGF-B, suggérant une régulation stricte de I’expression de cette
MMP par les cytokines chez le gliome.

Dans un deuxiéme temps, nous avons démontré que I’induction de I’expression de MMP-
9 par les cytokines IL-1 et TNF-a est dépendante d’un isoforme PKC atypique, PKC-C.
Cet isoforme est activé par IL-1 et TNF-a, ce qui conduit & I’activation du facteur de
transcription NF-kB, nécessaire 4 I’induction de I’expression de MMP-9 chez le gliome.
Troisiémement, nous avons défini que I’expression de MMP-9 peut étre inhibée par
’activation d’une kinase capable de phosphoryler les lipides inositol, I’IP 3-kinase. De
plus, la répression de I’induction de MMP-9 par I’'IP 3-kinase est indépendante de
I’activation de NF-kB, ce qui suggére un nouveau mécanisme de régulation de
I’expression de MMP-9.

Finalement, nous avons démontré que la surexpression de I’isoforme PKC-{ induit
’inhibition de I’expression de TIMP-1 et TIMP-3 chez le gliome. Cette inhibition,
réversée par un inhibiteur de ’activité méthyltransférase, suggére une hyperméthylation
des promoteurs de TIMP-1 et TIMP-3. Cette hyperméthylation provient de
I’augmentation de I’activité méthyltransferase induite par la surexpression de PKC-{. Cet
isoforme pourrait affecter 1’activité méthyltransferase en phosphorylant directement la
méthyltransferase DNMT]1. Ainsi, I’isoforme PKC-{ peut contribuer a I’invasion du
gliome, non seulement en induisant I’expression de MMP-9, mais aussi en inhibant
I’expression de TIMP-1 et TIMP-3, les deux inhibiteurs préférentiels de 1’activité MMP-
9.
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Annexe 1 : Surexpression de PKC-( et analyse de I’expression des TIMPs
par RT-PCR.

vl 1 &2 vi it &2 wvi 812

TIMP-2 ——— GEEy Sy "

TIMP-1 e den e d TIMP-3

Légende : RT-PCR représentant 1’expression constitutive de TIMP-1,
TIMP-2 et TIMP-3 dans les clones surexprimant PKC{. Les clones
PKC{]1 et £2 démontrent une inhibition de I’expression de TIMP-1 et TIMP-
3 par rapport au clone V1 transfecté avec le vecteur sans insert, tandis que

celle de TIMP-2 reste constante.

169



Annexe 2 : Effet de I’azacytidine sur I’expression de TIMP-1 et TIMP-3
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Légende : RT-PCR représentant I’effet de 1’azacytidine sur 1’expression
constitutive de TIMP-1 et TIMP-3 dans le clone {2 surexprimant PKCC. L’
inhibition de I’expression de TIMP-1 et TIMP-3 chez le clone Q est

partiellement réversée par ’azacytidine. L expression de la B-actine (a

gauche) demeure inchangée.

170



Annexe 3 : Activité méthyltranférase dans les clones PKC-{
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Légende : Cinétique de I’activité méthyltransférase dans les clones
surexprimant PKC{. Apres synchronisation des cellules (48 heures sans
sérum), le sérum est ajouté a 0 h. L’activité méthyltransférase apparait plus
rapidement chez les clones, par rapport au clone contréle V1. L’activité
méthyltransférase est definie par la capacité des extraits nucléaires
cellulaires d’incorporer des groupes méthyles marqués au tritium dans un

substrat synthétique (polydI.dC).
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Annexe 4 : Activité PKC-{ au niveau nucléaire

— _— - + Peptide pseudosubstrat
5 10 S 10 pg  Quantité d’extrait
P —A— — — nucléaire

S < Peptide €

Légende : Autoradiographie représentant différentes quantités d’extrait
nucléaire des cellules C6, incubées avec ou sans le pseudosubstrat de PKCE,
en présence d’ATP radioactif. L’activité kinase PKC( est definie par la
capacité des extraits nucléaires cellulaires d’incorporer des groupes
phosphates marqués au 32P dans le peptide €, substrat de PKCC. Cette
incorporation est bloquée en présence du peptide pseudosubstrat (,

inhibiteur de I’activité kinase PKCC.
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Annexe 5 : Phosphorylation de DNMT1 par PKC-{

PKC{(ng) O 5 20 100 0 5 20 100

DNMT1
(180 kDa)

100 ng 200 ng

Légende : Autoradiographie représentant différentes quantités de PKC(
recombinante, incubées en présence de 100 ou 200 ng de DNMTI1
recombinante et d’ATP radioactif. L’activité kinase PKC{ permet
I’incorporation de groupes phosphates marqués au 32P chez DNMT 1 de fagon

dose-dépendante.
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Figure 13 : PKC-{ dans I’équilibre MMP-9/TIMPs

TNFo IL-1

Koj Kj Membrane
4

Cytosol

DNMT1 ) o

\ ',—» TIMP-1/3
V2NN

Légende : Schéma représentant la régulation de 1’expression de MMP-9 et
des TIMPs chez le gliome par PKCC. IL-1 et TNF-o induisent I’expression
de MMP-9,. par activation de PKCC, qui a son tour, vient activer le facteur
de transcription NF-kB, nécessaire a I’induction de MMP-9. Parall¢lement,
la surexpression de PKC{ induit une inhibition de 1’expression constitutive
de TIMP-1 et TIMP-3. Cette inhibition semble reliée a I’augmentation de

I’activité méthyltransferase, peut étre résultante de la phosphorylation de
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DNMTI1 par PKC{, pouvant ainsi induire une hyperméthylation des

promoteurs, et donc une répression de I’expression de TIMP-1 et TIMP-3.
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