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RESUME GENERAL

MMP-3 est une métalloprotéase de la matrice impliquée dans des processus
physiologiques et pathologiques tels que la réparation de blessure, la morphogenése, le
développement du cancer, arthrite et I'inflammation. La régulation transcriptionnelle
de MMP-3 et des autres MMP est critique pour le développement des maladies.
D’ailleurs, les possibilités de thérapies contre le cancer en utilisant des inhibiteurs de
MMP n’ont jamais donné les résultats escomptés dii au manque de compréhension
dans la régulation de ces enzymes. Les régulateurs classiques comme I'IL-1f et le
facteur de transcription AP-1 jouent souvent des rdles significatifs dans I’induction de
I'expression de MMP-3. D’autres régulateurs comme la méthylation de I’ADN
peuvent changer la réponse de MMP-3 dans certains types cellulaires.

Dans un premier temps, nos résultats indiquent que MMP-3 est régulé par la
méthylation, notamment dans les cellules de cancer du colon humain. A I'aide de la
lignée cellulaire HCT116/DKO ainsi que des inhibiteurs de méthyltransférases de
I’ADN, nous démontrons que I’induction de I’expression des genes MMP-3 et MMP-
10 par I’hypométhylation est spécifique au type cellulaire.

Nos résultats suggérent également que la cytokine inflammatoire IL-1f induit
une hypométhylation du promoteur MMP-3. De plus, cette hypométhylation semble
spécifique au promoteur MMP-3 puisque les promoteurs d’autres MMP ne semblent
pas affectés par cette voie. L’hypométhylation par I'IL-1 semble spécifique a cette
cytokine car d’autres modulateurs d’inflammation n’induisent pas I’effet coopératif
avec les inhibiteurs de méthylation.

L’étude de la régulation de la transcription de MMP-3 a permis d’identifier des
nouveaux mécanismes par lesquels la combinaison d’inhibiteurs de méthylation
comme la 5-aza-dC et des régulateurs classiques comme I’IL-1f peuvent pratiquement
abolir le statut de méthylation du promoteur humain MMP-3 et induire I’expression de
MMP-3, notamment dans les cellules de cancer du colon. Ces résultats ont également
permis d’établir un lien entre les processus inflammatoires et les altérations
épigénétiques dans le contrdle de I’expression de génes MMP.

Etudiant Directeur de recherche
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CHAPITRE I

Revue de littérature



1- Les métalloprotéases de la matrice (MMP)
1.1 Historique et fonctions

Il y a maintenant presque cinquante ans, Jérome Gross et ses collégues
observent la présence d’une « activité » et une habilité a dégrader le collagéne lors de
la métamorphose d’un tétard [1]. Cette activité s’avérait étre une collagénase
interstitielle aujourd’hui appelée MMP-1. Cette observation initiale a permis la
découverte de plusieurs autres enzymes semblables aujourd’hui faisant toutes partie
d’une famille compléte d’enzymes dégradant les composantes de la matrice
extracellulaire (MEC), les métalloprotéases de la matrice (MMP). Historiquement, les
MMP ont été divisées en collagénases, gélatinases, stromélysines et matrilysines en
fonction de leurs substrats dans la MEC. Toutefois, & mesure que la liste de substrats
grandissait et se diversifiait, le systéme de classification des MMP s’est adapté, et les
MMP sont maintenant classées par rapport & leur structure et leur spécificité de
substrat (Figure 1). En 1970, John Jeffrey réussi a purifier MMP-1 provenant de peau
humaine [2]. Des avancées subséquentes dans la purification d’enzymes permettent de
découvrir que les MMP sont sécrétées sous forme latente ou zymogéne (appelée pro-
MMP).

C’est Hal Van Wart et Henning Birkedal-Hensen qui développent le terme
« switch cystéine » en 1990 pour expliquer le mécanisme utilisé par les MMP pour
garder sa forme latente. Les MMP sont gardées latentes par une interaction entre un
groupe cystéine-sulphydryle dans le domaine propeptide et un ion zinc lié au domaine
catalytique. L activation des MMP requiert donc le retrait protéolytique de ce domaine

propeptide (Figure 2) [3].
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Figure 1: Représentation schématique de la structure des 24 MMP humaines, classées selon leur
homologie de structure et leur spécificité de substrat. La plupart des MMP contiennent un peptlde
signal (nécessaire a la sécrétion), un propeptide, un domaine catalytique qui se lie au zinc (Zn*) et un
domaine carboxy-terminal hémopexine. Les matrylisines contiennent le domaine d’organisation
minimal requis pour la sécrétion, la latence et I’activité catalytique. Les gélatinases contiennent des
modules fibronectine de typell qui augmentent Pefficacité de dégradation pour la gélatine et le
collagéne. Les MMP activées par les furines contiennent un insert dans le propeptide ciblé par les
protéases furine-like (site de clivage furine). Les MMP activées par les furines et transmembranaires
peuvent étre sécrétées ou ancrées 2 la membrane via une ancre GPI (glycosylphosphatidylinositol),
des segments transmembranaires de type | ou de type 11 (TM). MMP-23A et -23B contiennent une
région cystéine et un domaine Ig-like. |4].
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Figure 2 : Mécanismes d’activation des pro-MMP. La latence des MMP (Pro-MMP) est maintenue
par une interaction électrostatique entre le groupe thiol libre (SH) d’une cystéine conservée dans le
prodomaine [5] avec ’atome de zinc (Zn®*) a Pintérieur de la poche catalytique. A ce stade, le
prodomaine couvre la région catalytique et empéche ainsi une interaction avec un substrat protéique.
Le clivage protéolytique du prodomaine par des protéases furines ou d’autres protéases (comme les
MMP elles-mémes ou la plasmine) retire le prodomaine et la liaison entre le zinc et le groupe thiol est
rompue. Cette liaison Zn-thiol peut aussi étre démantelée via des moyens non-protéolytiques. En
laboratoire, cette activation peut étre faite a I’aide de composés organo-mercuriaux (comme APMA),
des oxidants et des détergents. Dans les cellules et les tissus, les pro-MMP peuvent étre ancrées a
d’autres macromolécules telles que les intégrines et les protéoglycans, et ces interactions peuvent
conduire & un démantélement allostérique du lien Zn-thiol. L’activation finale des MMP implique le
clivage du prodomaine qui semble étre contrélé par autolyse.

L’activité des MMP est contrdlée par des inhibiteurs endogénes. C’est en 1979,
qu’un groupe de I’université de Washington découvre un inhibiteur endogéne de MMP
[6]. Les inhibiteurs endogénes les mieux étudiés sont les TIMP (Tissue Inhibitors of

Metalloproteinases). Les TIMP sont composés de quatre membres distincts (TIMP-1,



-2, -3 et -4) et leur domaine N-terminal forme un complexe stcechiométrique 1 :1
réversible avec le zinc catalytique activé dans la métalloprotéase [7]. Le domaine C-
terminal des TIMP est pour sa part important dans les interactions protéines-protéines
et la liaison aux pro-MMP, régulant ainsi le processus d’activation des MMP [8]. Les
quatre membres TIMP humains sont, en général, des inhibiteurs a large spectre des
MMP. Cependant, TIMP-1 est plus restrictif en ayant une affinité plus faible pour les
MT-MMP et MMP-19 [9]. 1l existe également des différences subtiles entre les
affinités des différentes TIMP pour d’autres MMP. Par exemple, TIMP-2 et -3 sont de
plus faibles inhibiteurs que TIMP-1 pour MMP-3 et -7 [10]. TIMP-3 est unique chez
les mammiféres pour inhiber, en plus des MMP, plusieurs membres des familles
ADAM et ADAMTS [11-16]. A part I’inhibition de I’activité des MMP, les TIMP ont
des activités biologiques variées incluant la prolifération cellulaire, la migration et
I’invasion cellulaire et I’inhibition de I’angiogenése. Les TIMP peuvent également étre
pro- ou anti-apoptotiques. Ces activités peuvent partiellement provenir de I’inhibition
des MMP parce que la régulation du catabolisme de la MEC peut influencer le
comportement cellulaire. Cependant, plusieurs de ces activités biologiques sont
indépendantes de I’inhibition des MMP parce que les inhibiteurs synthétiques des
MMP ou les mutants des TIMP sont capables d’effectuer ces diverses activités
biologiques. 11 a d’ailleurs été démontré que les TIMP peuvent interagir directement
avec des récepteurs de surface pour induire des réponses cellulaires [17]. Des progrés
ont été réalisés pour comprendre les mécanismes d’inhibition des TIMP indépendants
de celle des MMP. En effet, des récepteurs ont été identifiés dans les mécanismes
d’action des TIMP qui contrdlent la croissance cellulaire, I’apoptose, la différentiation
et I’anti-angiogenése (CD63 pour TIMP-1, Integrine a2f1 pour TIMP-2 ainsi que
VEGFR2 et le récepteur de I’angiotensine II pour TIMP-3) [18]). De nombreux autres
exemples continuent d’étre identifiés pour les réles biologiques et physiologiques des
TIMP dépendamment ou indépendamment de I’inhibition des MMP, ajoutant ainsi un
niveau de complexité supplémentaire dans la biologie et la pathologie des TIMP.

La purification de la structure cristallisée du domaine catalytique de MMP-3 en
1994 a permit également de mieux comprendre le mécanisme de Pactivité catalytique

des MMP [19]. A Pintérieur du domaine catalytique, la fente de liaison pour le



substrat se trouve dans une niche bien définie et les variations dans les résidus qui
forment cette niche peuvent distinguer les MMP les unes des autres (pour la structure
voir Figure 1). La spécificité des substrats dépend aussi d’autres domaines protéiques
des MMP. Gill Murphy et ses collégues ont démontré le rdle du domaine hémopexine
carboxy-terminal dans la spécificité pour le collagéne de MMP-1, en interchangeant
les domaines de MMP-1 et MMP-3 [20]. Aujourd’hui, de nombreux nouveaux

substrats non-matriciels ont été identifiés et les composantes de la MEC ne sont plus

considérées comme étant les seules & étre dégradées par les MMP. (Tableau I).

Tableau I : Spécificité de substrat des MMP et localisation sur les chromosomes

humains
Enzyme Localisation Substrats MEC Substrats non-MEC Activateur
pro-MMP
Collagénes al-antitrypsin, al- MMP-2
(LILHLVILVIILIX), chymotrypsin, a.M, MMP-3
gélatine, aggrécan, MBP, pro-TNFq, L- MMP-9
MMP-1 11 nidogeéne, entactine, sélectine, prolL-1p,
periecan, tenascine sérum amyloide A, MCP-
1,-3,-4, SDF, IGFBP-2
et -3, al-Pl
Collagénes al-antitrypsin, al-
(LILILV,VILVILX), chymotrypsin, al-
MMP-8 11 gélatine, aggrécan, antiplama, a,M, MIG,
fibronectine, ténascine, IP-10, pro-TNFa, L-
entactine sélectine, MCP-1, SDF,
IGFBP, al-Pl
Collagénes al-antitrypsin, ol- MMP-2
(LILILIV,IX,X), chymotrypsin, a;M, PAI- | MMP-9
MMP-13 I gélatine, aggrécan, 2, SDF, pro-
perlécan, fibronectine, TNFa, MCP-3
ténascin, entactine
Collagénes Galectine-3, MBP, pro- MMP-9
(LIV,V,VILX,XD), TNFa, pro-IL-1p, MMP-13
gélatine, élastine, amylo']‘de[s, al-
MMP-2 16 fibronectine, aggrécan, antitrypsine, IGF, pro-
décorine, laminine-1 et- | TGFB, FGF-RI, MCP-3,
v pro-IL-8, SDF-1c, SDF-
1B, al-Pl, M
Collagénes al-antitrypsin, galectine- | MMP-2
(l,lV,V,V“,X,Xl), 3’ MBP’ pro-TNFa, pro- MMP-13
gélatine, aggrécan, IL-1B, amyloidep,
élastine, fibronectine, plasminogéne, FGF-RI,
MMP-9 20 Iamipine, entactine, IL-2Rq, pro-1L-8,
caséine GROa, CTAPIIL, pro-
TGFB1, SDF, ET-I,
TFPI, ICAM-1, IP-10,
MIG, al-Pl, a;M




Collagenes al-antitrypsin, al- MMP-|
(11LIV,V,IX), gélatine, chymotrypsin, MMP-2
aggrécan, perlécan, antithrombine-i11, auM, MMP-8
décorine, élastine‘, . MBP, pro-TNFa, L- MMP-9
MMP-3 1 ﬁbron.ectine, lfa.mlnlne, sélectine, prolL-1p, MMP-13
entactine, caséine, sérum amyloide A,
ténascine, vitronectine fibrinogéne,
plasminogéne, MBP,
MCP-1, -2, -3, -4, SDF,
IGFBP-3, al-Pl
Collagénes Fibrinogéne MMP-1|
(HLIV,V,X), gélatine, MMP-7
MMP-10 11 caséine, aggrécan, MMP-8
élastine, entactine, MMP-9
fibronectine,
protéoglycans
Collagenes MBP, al-antitrypsine, MMP-1
(IV,V,I1X,X,.XD), pro-TNFa, MMP-2
gélatine, aggrécane, plasminogene, L- MMP-8
MMP-7 I décorine, fibronectine, sélectine, FasL, proa- MMP-9
laminine, entactine défensine, E-cadhérine, MMP-13
éllastin.e, cas.éine, ) Bs-intégrine, al-Pl, auM
ténascine, vitronectine
MMP-26 11 Collagéne 1V, gélatine, al-Pl, TACE, IGFBP-1, MMP-9
fibronectine fibrine, fibrinogéne
Collagéne 1V, caséine, al-antitrypsine, a-M,
MMP-11 22 laminine, fibronectine, IGFBP-1, ct1-Pl
gélatine, aggrécan
MMP-28 17 Caséine
MMP-21 Xenopus Collagéne 1V, gélatine,
fibronectine, laminine
Collagénes (LILIII), al-antitrypsine, axM, MMP-2
gélatine, caséine, CD44, MCP-3, tissue MMP-13
élastine, fibronectine, transglutaminase, SDF,
MMP-14 14 laminine, vitronectine, IL-8, pro-TNFa, al-Pl,
entactine C3, GRO-q, -y, TIMP-1,
LBTP-4S, SKALP, DR-
6, EFEMP-1, SLPI,
EGF, CTGF, MIF
Protéoglycans, al-Pl, asM, tissue MMP-2
fibronectine, laminine- transglutaminase, pro- MMP-13
MMP-15 16 I, gélatine, aggrécan, TNFa
tascine, nidogéne,
perlécan, vitronectine
Syndécan, collagénes Tissue transglutaminase, MMP-2
(LIID), fibronectine, pro-TNFa, .M, al-Pl MMP-13
MMP-16 8 gélatine, caséine,
protéoglycans,
laminine-1, aggrécan,
vitronectine, perlécan
MMP-24 20 Protéoglycans, MMP-2
fibronectine, gélatine MMP-13
MMP-17 12 Gélatine, fibronectine Fibrine, fibrilline, MMP-2

fibrinogéne, pro-TNFa




Collagéne 1V, gélatine, Fibrine, fibrinogéne, cl- MMP-2
MMP-25 16 fibronectine, laminine- ] MMP-9
1, protéoglycans
Mus Gélatine

MMP-23
musculus

Collagene 1V, gélatine, Fibrine, fibrinogéne, a1-
fibronectine, laminine- PI, MBP, plasminogéne,
1, e'lastine, pro-TN Fa
_protéoglycans
Collagene 1V, gélatine, Fibrine, fibrinogene,
aggrécan, COMP, IGFBP-3
MMP-19 12 laminine, nidogéne,
ténascine, fibronectine,
entactine
MMP-20 11 Amélogénine,
aggrécan, COMP
MMP-27 Il Vitronectine

MMP-12 I

Tableau 1: Note: a;M: o;-Macroglobulin; al-Pl: al-proteinase inhibitor ; C3: complement
component 3 ; COMP : cartilage oligometric matrix protein ; CTAP-III : connective tissue activating
peptide-111 ; CTGF : connective tissue growth factor ; DR-6 : death receptor-6 ; EFEMP-1: EGF-
containing fibulin-like extracellular matrix protein-1; ET-1: endothelin-1; FGF-RI : fibroblast
growth factor receptor-1; IGFBP : insulin-like growth factor-binding protein ; GRO-a : growth-
related oncogene-a ; GRO-y : growth related oncogene-g ; IP-10 : IFN-inducible protein-10 ; LTBP-
4S : latent transforming growth factor-binding protein-4S ; MBP : myelin basic protein; MCP :
monocyte-chemoattractant protein ; MIF: macrophage migration inhibitory factor; MIG :
monokine induced by interferon y ; PAI-2 : plasminogen activator inhibitor-2 ; SDF : stromal cell-
derived factor-1; SKALP : skin-derived antileukoproteinase ; SLPI : secretory leukocyte protéase
inhibitor ; TACE (ADAM-17) : tumor necrosis factor alpha-converting enzyme ; TIMP-1 : tissue
inhibitor of metalloproteinase-1 ; TFPI : tissue factor pathway inhibitor ; TGF : transforming growth
factor ; TNF-0.€ : tumor necorsis factor-a

Une fois activées, les MMP possédent une multitude de réles dans les processus
biologiques. Au début, les études sont plutét concentrées sur la surexpression des
enzymes. Woessner et Jeffrey découvrent, par exemple, que I’augmentation de
I’expression de MMP-13 se produit en réponse au besoin de résorption utérine aprés la
grossesse [21-23]. Aujourd’hui, nous savons que les MMP sont impliquées dans
I’ovulation et leur expression est coordonnée avec le cycle menstruel. De plus, les MMP
participent probablement au modelage continuel normal et au remodelage de nos tissus
conjonctifs [24]. C’est en 1995 que la premiére souris MMP-déficiente est générée [25].
De fagon surprenante, le modéle de souris MMP-3-déficiente ne démontre aucun défaut
embryonnaire ou de reproduction, seule une légére altération dans la réparation de
blessure est documentée. Des études similaires avec d’autres souris MMP-déficientes,

soit MMP-2 [26], MMP-7 [27], MMP-11 [28] et MMP-12 [29], confirment I’absence de



phénotypes sévéres. Une premiére exception vient des observations de Zena Werb et ses
collegues. L’équipe démontre que les souris MMP-9-déficientes expriment une légére
déficience dans la croissance osseuse [30]. C’est finalement Ken Holmbeck et Henning
Birkedal-Hansen qui découvrent un réle important pour une MMP durant le
développement. La souris MMP-14-déficiente posséde un sévére phénotype avec le
nanisme, |*ostéopénie, I’arthrite et une synovite fibrotique substantielle. Ces souris ne
survivent pas longtemps aprés la naissance [31]. Néanmoins, la plupart des MMP
possede un role mineur dans I’embryogenése, la réparation de blessures et le remodelage
de tissus mais il est fort possible que la redondance dans les fonctions des différentes
MMP puisse compenser pour la délétion individuelle de ces génes. En fait, en plus de
leurs fonctions de remodelage de tissus, on reconnait maintenant que les MMP sont des
enzymes importantes dans la régulation de la fonction de molécules bioactives incluant

les cytokines, chémokines et ligands apoptotiques [32](Tableau 1)

1.2 MMP et développement du cancer

Plusieurs études cliniques ont démontré une augmentation de ’expression des
MMP dans presque tous les cancers humains [33, 34]. Plusieurs MMP, dont MMP-2, -3,
-7, -9 et -14, ont été les premieres clonées a partir de tumeurs ou de lignées cellulaires de
cancer [35]. L’augmentation de I’expression des MMP a été associée a I’acquisition du
phénotype invasif, un stade métastatique avancé et un mauvais pronostique [36]. Ainsi,
le role des MMP dans la carcinogenése va au-dela de la dégradation de la MEC.
Plusieurs études ont démontré que les MMP peuvent promouvoir ’angiogenése, stimuler
la croissance tumorale, réguler I'immunité innée et posséder des propriétés anti-
apoptotiques [35, 37]. L’implication des MMP dans la progression tumorale fut telle
que pendant plusieurs années, les MMP ont été la cible de nombreuses avenues
thérapeutiques. En effet, les MMP seraient impliquées dans tous les stades de
développement du cancer en affectant les signaux de croissance cellulaires, en régulant
’apoptose et I’angiogenese, en influengant I’invasion tumorale et la métastasie et en
orchestrant la réponse inflammatoire dans le développement du cancer [38].

La découverte de nouveaux réles anti-tumoraux de certaines MMP ont freiné les

recherches pharmacologiques et ont expliqué, en partie, le faible succés des inhibiteurs



de MMP (MMPI). De plus, les MMPI ont seulement été testés sur des patients souffrant
de cancer en stade avancé et la plupart de ces MMPI sont des produits pharmacologiques
a large spectre, inhibant ainsi les MMP possédant des capacités anti-tumorales [39, 40].
Les MMP ont des fonctions importantes dans les tissus normaux et les MMPI doivent
cibler les MMP plus spécifiques. Par des expériences sur des souris MMP-8-déficientes
(collagénase des neutrophiles), la premiére MMP évaluée comme étant clairement anti-
tumorale a été identifiée [41]. De fagon étonnante, MMP-9 posséde également des
capacités a la fois pro- et anti-tumorales, dépendamment du stade d’évolution du cancer
[32]. MMP-3 pourrait avoir un effet protecteur contre le carcinome de la peau s’il y a
sur-expression de ’enzyme [42] et MMP-12 [43] (MMP des macrophages) peut générer
I’angiostatine, en bloquant le processus d’angiogenese. MMP-14 est aussi une cible
d’inhibition a éviter étant donné son importance dans le développement embryonnaire et
la courte durée de vie des souris MMP-14-déficientes.

A travers les années, plusieurs MMP ont été identifiées comme étant
d’importants médiateurs de processus cellulaires normaux. Les MMP sont impliquées
dans les stades plutét précoces du développement du cancer, expliquant I’échec de
nombreux challenges cliniques avec les inhibiteurs de MMP [44]. Une meilleure
compréhension dans les mécanismes régulateurs qui controlent la transcription,
I’activation et I’inhibition des MMP permettrait des interventions thérapeutiques plus

efficaces.

1.2.1 Autres processus pathologiques

Etant donné leurs larges fonctions physiologiques, les MMP sont impliquées, en
plus du développement du cancer, dans plusieurs autres processus pathologiques. Dans
le myocarde humain, plusieurs MMP et les TIMP se retrouvent normalement exprimés.
Une situation de débalancement dans les ratios de ces enzymes protéolytiques contribue
aux défaillances du myocarde et au développement de troubles cardiaques [45, 46].
L’activité des MMP est aujourd’hui tres utilisée pour étudier et comprendre la formation
de plaques athérosclérotiques ou le développement de cardiomyopathies. Dans des
conditions stables, les processus de construction et destruction de la plaque

athérosclérotique sont balancées et la plaque protége le lumen d’un vaisseau sanguin.
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Le débalancement dans I’expression de MMP, notamment MMP-3 et -9, conduit a la
rupture de cette plaque et peut s’ensuivre d’un blocage du flux sanguin ainsi que les
conséquences ultérieures [47]). L’origine de ce débalancement excessif, amenant non
seulement les troubles athérosclérotiques mais aussi plusieurs troubles cardiaques en
général, est principalement reliée a des polymorphismes des promoteurs, en particulier
MMP-3 et -9. En effet, de plus en plus d’évidences démontrent qu’un site de réponse a
I"interleukine-1 (SIRE) dans le promoteur MMP-3 posséde un polymorphisme ST/6T
amenant une plus grande susceptibilité aux maladies cardiovasculaires dues a une
surexpression de MMP-3 [48-50].

Outre les maladies cardiaques, les MMP sont également impliquées dans le
développement des troubles arthritiques. La destruction irréversible du cartilage, des
tendons et des os, incluant les jonctions synoviales est caractéristique de I’arthrite
rheumatoide et de I’osthéoarthrite. Les cartilages sont composés de protéoglycans et de
collagéne de type II et les tendons sont composés majoritairement de collagéne de type 1.
L’arthrite rheumatoide est une maladie auto-immune affectant les jonctions synoviales a
travers le corps, tandis I’osthéoarthrite se développe dans un petit nombre de jonctions
[51]. Dans les deux cas, les cytokines inflammatoires interleukine-1p (IL-18) et TNF-a
(Tumor Necrosis Factor) stimulent la production des MMP. MMP-1 et -13 jouent des
roles importants dans le développement de ces maladies mais I’expression de MMP-2, -3
et -9 ne sont pas a négliger [52-55]. Ces différentes observations on conduit au
développement de nombreux inhibiteurs d¢ MMP. Cependant, comme pour dans le
développement du cancer, aucun de ces inhibiteurs ont démontré une efficacité
cliniquement [56-58].

De nombreuses évidences ont démontré que les MMP sont directement reliées
dans pratiquement tous les processus biologiques impliquant un remodelage de la
matrice a travers la vie d’un mammifére, a partir de ’implantation de I’embryon [59]
Jusqu’a la mort cellulaire ou la nécrose [32]. Les MMP jouent des rdles importants dans
le maintient des tissus normaux (réparation de blessures, cycle menstruel et processus de
reproduction et défense immunitaire innée). Par conséquent, une altération de
I’expression des MMP a été associée & un grand nombre de pathologies. L’importance

et I’étendue des réles biologiques des MMP suggérent fortement que ces enzymes sont
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impliquées dans plusieurs aspects et développement de nombreuses maladies.

1.3 MMP-3

MMP-3 fait partie du sous-groupe des stromélysines avec MMP-10 et -11.
MMP-3 et MMP-10 partagent la plus grande homologie de séquence (82%) parmi toutes
les MMP [60]. Toutefois, leur expression est différemment régulée. MMP-3 est
stimulée dans plusieurs types cellulaires via les facteurs de croissance, les cytokines, les
promoteurs de tumeurs et les oncogénes, tandis que MMP-10 semble peu affectée par
ces agents. De plus, des différences existent dans leurs patrons d’expression par les
cellules normales et transformées. Alors que MMP-3 est considérée comme une enzyme
stromale, MMP-10 est souvent exprimée par les cellules tumorales [61, 62].

MMP-3 a été associée a un potentiel métastatique dans différents types de
cellules cancéreuses, incluant les carcinomes de cellules squameuses de la peau et le
sarcome endométrial [63, 64]. Plus récemment, des expériences dans notre laboratoire
ont démontré que MMP-3 et MMP-10 peuvent accélérer le développement du
lymphome thymique [65, 66]. D autres études avec des modéles transgéniques ont
permis d’étudier d’avantage le role de MMP-3 dans d"autres types de cancer. En effet,
dans des expériences de modéles de carcinomes mammaires, la surexpression de MMP-
3 ne module pas le potentiel métastatique de la tumeur primaire [42], ce qui différe de
d’autres expériences dans des conditions de surexpression de MMP-3 ou I’enzyme agit
plutét comme promoteur de tumeur [67, 68]. Néanmoins, les résultats obtenus avec les
souris  déficientes MMP-3  supportent I’hypothése que MMP-3 protége du
développement de types spécifiques de tumeurs. Par exemple, des expériences avec des
modeles de carcinomes de cellules squameuses ont démontré que 1’absence de MMP-3
augmente le potentiel métastatique suite & une induction par un carcinogéne, comparé
aux souris témoins [69].

MMP-3 peut dégrader une grande variété de substrats de la MEC, notamment les
collagenes de types III, IV et V, les laminines, la fibronectine, ’ostéopontine et les
protéoglycans [70]. MMP-3 étend son spectre protéolytique encore plus grand en
clivant plusieurs molécules non matricielles impliquées dans divers processus

physiologiques, notamment d’autres MMP (MMP-1, -8, -9, -13) [68], FasL [71], E-
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cadhérine [72] et IL-1B [73]. Etant donné que MMP-3 joue un réle dans le remodelage
de la MEC durant les processus physiologiques normaux déja mentionnés, une
régulation stricte, particuliérement au niveau transcriptionnel est donc critique pour
[’homéostasie des tissus. Dans le cas contraire une altération dans la régulation de
MMP-3 serait associée a des conditions pathologiques telles que I’arthrite rhumatoide et

I’ostéoarthrite [74], I’alzheimer [75], I’invasion tumorale et la métastasie [63, 64].

2 Les facteurs de transcription dans la régulation de MMP-3
2.1 Les facteurs de transcription AP-1 et ETS
Le facteur de transcription AP-1

Le facteur de transcription AP-1 (Activator Protein-1) est un complexe dimérique
qui comprend les membres des familles de protéines JUN, FOS, ATF (Activating
Transcription Factor) et MAF (MusculoAponeurotic Fibrosarcoma). Ces protéines se
lient au site consensus TGAg/cTCA, localisé dans la région du promoteur de genes
cibles [76]. Le complexe AP-1 peut ainsi former un grand nombre de combinaisons
d’hétéro- et d’homodiméres et cette combinaison détermine les genes qui sont régulés
par AP-1.

Les protéines qui composent AP-1 sont des protéines avec fermeture éclair a
leucine (leucine zipper). Les plus communes dans les cellules de mammiferes sont JUN
et FOS (Figure 3) [77]). Ces protéines ont initialement été identifiées comme
oncoprotéines virales (v-Fos et v-Jun) dans le virus ostéosarcome Finkel-Biskis-Jinkins
et le virus aviaire sarcome 17 respectivement [78]. D’autres isoformes de JUN et FOS
tels que JUNB, JUND, FOSB, FRA1 et FRA2 ont été identifiées depuis [79].

c-JUN est un régulateur positif de la prolifération cellulaire. Pour promouvoir la
progression du cycle cellulaire, la protéine c-JUN doit €tre activée par les kinases
amino-terminales JUN (JNK) [80]. Le complexe AP-1 comprenant c-JUN activé peut
ensuite induire la transcription de régulateurs positifs du cycle cellulaire, notamment la
cycline D1, ou alors inhiber des régulateurs négatifs tels que les suppresseurs de tumeurs
p53 et pl6 [81, 82]. JUNB et JUND, quant a elles sont souvent considérées comme des
régulateurs négatifs de la prolifération cellulaire et peuvent donc changer I’activation ou

la répression médiées par c-JUN.
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Figure 3 : Les protéines les plus communes qui composent le complexe AP-1. Haut : ¢c-JUN est
une protéine nucléaire de 39kDa possédant un domaine N-terminal activateur (DA), une région
C-terminale composée du domaine de liaison a ’ADN (DL)suivi du domaine de dimérisation
« leucine zipper » (DD). Bas: c-Fos est une protéine nucléaire de 65kDa possédant plusieurs
domaines activateurs (DA) dans les régions N- et C-terminale ainsi qu’un domaine de répression
(DR) et une région centrale leucine zipper. AP-1 peut former des homodiméres entre les
protéines de la famille Jun ou des hétérodiméres entre les protéines Jun et Fos. La dimérisation
est médiée par Pinteraction du domaine « leucine zipper » pour former le domaine de liaison a
PADN. Les sites de phosphorylation pour les kinases Jun (JNK), la kinase régulée par signal
extracellulaire , la caséine kinase Il (CKII) et la kinase S6 ribosomale (Rsk2) sont indiqués.
(Figure adaptée a partir de Ozanne BW, Spence, HJ, oncogéne 2007)

La régulation de I’activité d’AP-1 est complexe. Elle se produit a différents
niveaux, incluant la composition des dimeres, les événements transcriptionnels et post-
traductionnels ainsi que les interactions avec d’autres protéines. L’expression d’AP-1 est
induite par plusieurs stimuli externes notamment les cytokines, les facteurs de
croissance, les signaux de stress et les infections [83]. Ces stimuli augmentent ainsi
I’activité kinase activée par mitogéne (MAPK) (Figure 4). Il est également possible que
’activité de transactivation d’AP-1 soit alimentée par d’autres facteurs de transcription
qui cooperent avec AP-1 pour réguler I’expression des génes. Les dimeéres d’AP-1

peuvent s’associer avec d’autres facteurs de transcription par interaction physique
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directe entre c-JUN et une petite région en amont du site de liaison a I’ADN [84]. Ces
interactions ont été démontrées pour le récepteur glucocorticoide, le récepteur
eestrogene, les protéines de la famille ETS, la famille SMAD et les membres de la
famille NF-kB (Nuclear Factor-kB) et NF-AT(Nuclear Factor of Activated T cells) [84-
89]. Les nombreuses combinaisons entre les protéines Jun et Fos et les interactions avec
d’autres facteurs de transcription offrent un mécanisme par lequel AP-1 peut exercer une
régulation sur une large étendue de génes en réponse a une grande variété de stimuli

extracellulaires et de contextes cellulaires.
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Figure 4 : Activation transcriptionnelle et post-traductionnelle d’AP-1, L’activité AP-1 est stimulée
par un réseau de voies de signalisation qui implique les signaux externes (par exemple les facteurs de
croissance) et les protéines kinases activées par les mitogénes (MAPK) comprenant les kinases
régulées par les signaux extracellulaires , p38 et les kinases amino-terminales Jun (JNK). Les MAPK
activent une variété de facteurs de transcription (Facteurs complexe tertiaire (TCF), Facteur
myocyte-enhancer 2C (MEF2C), Facteur activateur de transcription 2 (ATF2) et JUN) induisant
ainsi la transcription de FOS et JUN et augmentant la quantité de complexes AP-1 et la transcription
de génes ciblés par AP-1. La phosphorylation post-traductionnelle par diverses kinases régulent
Pactivité d’AP-1, ce qui inclut son potentiel de transactivation, sa capacité a lier ’ADN et la stabilité
des composantes d’AP-1. CkH :Casein kinase 11 ; GSK-3p : glycogen synthase kinase-38 ; MAPKK :
MAPK kinase ; Rsk2 : ribosomal S6 kinase 2. (Figure adaptée a partir de Eferl, R and Wagner, EF,
nature Rev, 2003)

e—

([ hNoym,

16




Le facteur de transcription ETS

En 1983, I’identification de I’oncogéne v-ets du virus de leucémie aviaire E26 a
conduit a la découverte d’une grande famille de génes conservés chez la Drosophile
jusqu’a I’humain [90]. Les protéines ETS (Erythroblastosis Twenty-Six) sont des
facteurs de transcription partageant un domaine de liaison a I’ADN a motif hélice-
coude-hélice (hélix-turn-helix), nommé domaine ETS. Ces domaines reconnaissent la
séquence unique GGAA/T [91]. Plusieurs protéines de la famille ETS sont des cibles
nucléaires en aval dans les cascades de signaux de transduction. Cette modification
post-traductionnelle change souvent leur liaison a I’ADN, leur activité transcriptionnelle,
I’association avec des partenaires cellulaires, la localisation cellulaire ou la stabilité de la
protéine [92]. Les protéines ETS activent ou inhibent la transcription, en coopération
avec d’autres facteurs de transcription et cofacteurs. Ils jouent ainsi des réles cruciaux
dans la régulation d’une variété de fonctions cellulaires incluant la croissance,
I’apoptose, le développement, la différentiation et la transformation oncogénique [93-
97].

Les protéines de la famille ETS peuvent étre divisées arbitrairement en plusieurs
sous-familles selon leur structure et leur homologie au niveau des domaines de liaison a
I’ADN (Figure 5). Les protéines ETS régulent I’expression des genes par interactions
fonctionnelles avec d’autres facteurs de transcription et cofacteurs localisés aux sites de
liaison a I’ADN. La collaboration la plus connue est celle entre la famille ETS et les
protéines de la famille JUN. D’autres interactions telles que les facteurs de transcription
AML-1 (Acute Myeloid Leukemia-1), LEF-1 (Lymphoid Enhancer-binding Factor-1),
Spl, c-Myb, Pax-5 (Paired box gene-5), NF-kB, STAT5 (Signal Transducer and
Activator of Transcription 5) et Maf-B ont également été démontrées comme pouvant
réguler I’expression de génes cellules-spécifiques [98]. Les protéines ETS peuvent
également s’associer 8 HDAC-1 (Histone Deacetylase-1) et mSin3A (un co-répresseur
faisant partie du complexe de remodelage de la chromatine) [99], suggérant que ETS
peut participer a la modification de la chromatine ou au mécanisme de méthylation de
I’ADN pour activer ou inhiber la transcription. Les protéines de la famille ETS seraient
donc impliquées dans presque toutes les fonctions cellulaires. Des analyses plus

élaborées de ces différentes protéines permettrons de mieux comprendre les fonctions
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normales, mais aussi contrOler les maladies humaines telles que les désordres

immunologiques, les problémes vasculaires et le cancer.
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Figure 5: Structure des membres de la famille de protéines Ets. Les protéines de la famille Ets
peuvent étre divisées selon leur composition structurale et leurs similarités dans la liaison a PADN
(domaine ETS localisé en C-terminal pour la plupart). Certaines sous-familles ont un domaine
d’interaction protéine-protéine hélice-coude-hélice (HLH). DA : Domaine Activateur; DAI:
Domaine d’Auto-Inhibition; DR : Domaine de Répression. (Figure adaptée de Dittmer, J and
Nordheim, A. Biochem Biophys Acta, 1998).

2.2 La régulation transcriptionnelle des MMP

De nombreuses évidences démontrent que I’expression des génes MMP est
régulée surtout au niveau transcriptionnel. Les promoteurs MMP possédent des
éléments cis permettant leur régulation via divers trans-activateurs incluant AP-1,

PEA3/ETS, Sp-1, B-catenine/Tcf-4 et NF-kB (Figure 6).
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Figure 6 : Eléments cis dans les promoteurs MMP humains : AP-1 :Activator protein-1; AP-2:
Activator protein-2 ; CEBP : CCAAT/enhancer binding protein ; HBS : HIF-binding site ; NF-kB :
Nuclear Factor-kB ; PEA3/ETS : polyoma enhancer A binding protein-3 ; TATA : TATA box ; Tcf-
4: T-cell factor-4/f-catenin binding site; TIE: TGF-g inhibitory element. Les éléments cis
représentés sont positionnés entre 0 a 500 paires de bases en amont du site d’initiation de la
transcription (fleche brisée). La coupure permet de représenter des éléments situés plus loin sur les
promoteurs. (Figure adaptée a partir de Yan, C and Boyd, D.D, J Cell Physiol, 2007).
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Plusieurs promoteurs MMP sont hautement similaires et partagent donc de nombreux
éléments cis. Basés sur ces éléments cis [100], les promoteurs MMP peuvent étre
divisés en trois groupes. Le premier inclut la majorité des MMP qui possédent une boite
TATA prés du site d’initiation de la transcription ainsi qu’un site de liaison pour le
facteur AP-1. La plupart de ces promoteurs contiennent aussi un site de liaison pour le
facteur PEA3/ETS, souvent adjacent au site AP-1 ou les deux facteurs de transcription
peuvent coopérer [101]. Le deuxieme groupe de promoteurs (MMP-8, -11 et -21)
contient aussi une boite TATA mais pas de sites AP-1. La régulation de ces promoteurs
est relativement simple et distincte du premier groupe. La dernieére catégorie de
promoteurs inclut MMP-2, -14 et -28 qui ne possédent pas de boite TATA. Ces
promoteurs possédent plusieurs sites d’initiation de transcription et leur expression est
déterminée par les facteurs de transcription de la famille ubiquitaire Sp-1 qui lient les
boites GC. L’expression de ces MMP est en majeure partie constitutive [102].

La présence des sites AP-1 dans la plupart des promoteurs MMP rendent ces
geénes inductibles a une grande variété de cytokines ou facteurs de croissance incluant les
interleukines, les interférons, EGF (Epidermal Growth Factor), KGF (Keratinocyte
Growth Factor), NGF (Nerve Growth Factor), HGF (Hepatocyte Growth Factor), bFGF
(basic Fibroblast Growth Factor), VEGF (Vascular Endothelial Growth Factor), PDGF
(Platelet-Derived Growth Factor), TNF-a (Tumor Necrosis Factor-a) et TGF-
B (Transforming Growth Factor-B). Ces stimuli ciblent la signalisation cellulaire
atteignant la trans-activation des promoteurs MMP via la convergence des éléments AP-
1 et/ou PEA3/ETS [103]. Cette trans-activation via AP-1 et ETS est largement
orchestrée par les MAPK mais aussi par I’activation des kinases de p38 qui permettent
d’augmenter la transcription de c-jun et c-fos [104].

En plus des sites AP-1 et ETS, le site Tcf-4 (pour la liaison de B-catenine/LEF)
dans les promoteurs MMP-7, -12, -14 et -26, ainsi que le site NF-kB dans le promoteur
MMP-9, sont également des régulateurs pour I’expression des génes MMP. Le site Tcf-
4 dirige I’expression des MMP en réponse a la voie de signalisation Wnt [105] via la -
catenine nucléaire. La f-catenine est connue pour sa contribution a la progression
tumorale dans le cancer colorectal. Par exemple, I’expression de Wnt-2 augmente

I’expression de MMP-7 en stabilisant la f-catenine et amene un phénotype invasif dans
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les cellules cancéreuses [106]. De plus, la B-catenine active le promoteur de c-jun [107],
fournissant ainsi un mécanisme pour le contrdle de I’expression des génes MMP ne
possédant pas de site Tcf-4 dans leur promoteur [107, 108). Les niveaux de NF-xB
nucléaire sont régulés via les cytokines inflammatoires activées [109], ce qui rend les
MMP, comme MMP-9, inductible par TNF-a.. Cependant, le suppresseur de métastase
KiSS-1 peut bloquer la translocation nucléaire de NF-kB et inhiber ’expression de
MMP-9 dans les cellules de fibrosarcome [110]. La voie NF-kB régule également
I’expression de MMP-1, -3 et -11 [51], méme si leur promoteur ne possédent pas de site
de liaison NF-kB fonctionnel. Cette induction pourrait donc étre une réponse via des
éléments cis NF-xB non canoniques ou a cause d’une stimulation indirecte ou
intermédiaire de génes. Une troisiéme possibilité serait que la stimulation se produise via
une interaction de NF-kB avec d’autres facteurs de transcription [111]. Un mécanisme
similaire pourrait également contribuer a I’expression des MMP via la voie de
signalisation STAT [112] . Bref, la collaboration entre les facteurs de transcription
contribue largement au contrdle de I’expression des MMP. De plus, de nombreux
éléments cis dans les promoteurs MMP sont d’égale importance dans la régulation de
I’expression des génes MMP.

Considérant la forte similarité des promoteurs MMP, il est étonnant de constater
que leurs patrons d’expression soient distincts dans les cellules ou tissus spécifiques.
Une explication serait que 1’expression de facteurs de transcription soit restreinte a un
type cellulaire. Par exemple, I’élément Sox-like dirige I’expression de MMP-28
exclusivement dans les cellules germinales [113]. Ou encore, le facteur RunT-2 (Runx-
2), exclusivement exprimé dans le cartilage et les os [51], forme un complexe avec AP-1
et limite ’expression de MMP-13 dans les ostéoblastes [114].

Les polymorphismes de I’ADN sont largement rependus a travers le génome
humain. Certains se produisent dans la région des promoteurs de génes et régulent leur
expression en altérant les interactions entre les facteurs de transcription et les éléments
cis dans les promoteurs. Les polymorphismes fonctionnels, issus d’insertions ou
substitutions nucléotidiques, ou alors d’instabilité microsatellite ont été identifiés dans
plusieurs promoteurs MMP [115]. MMP-3 compte des polymorphismes qui seront

discutés dans la prochaine section. Pour ne citer qu’un exemple, un polymorphisme
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résultant d’une insertion d’une guanosine a la position -1607, a été identifié dans le
promoteur de MMP-1. L’alléle alors composée d’une guanosine supplémentaire forme,
avec les nucléotides adjacents, un site de liaison pour le facteur de transcription Ets-1 et
augmente I’activité transcriptionnelle et les niveaux protéiques de MMP-1 [116-118].
En plus de MMP-1 et -3, des polymorphismes d’origines diverses ont été identifiés dans
les promoteurs de MMP-2, -9 et -12 [119-122], changeant la susceptibilité des porteurs
de ces polymorphismes a certaines maladies. La méthylation de I’ADN influence
également I’expression des MMP et sera discuté dans le prochain chapitre. Cependant,
méme si ’expression des MMP est principalement régulée au niveau transcriptionnel,
des mécanismes post-transcriptionnels sont aussi impliqués. Par exemple, TGF-p
augmente I’expression de MMP-2 et -9 principalement en allongeant la demi-vie des
ARNmMm dans les fibroblastes gingivaux et dans les cellules de cancer de la prostate [123,
124]. TGF-B peut également induire |’expression de MMP-13 a la fois via I’induction
de sa transcription et en stabilisant les transcrits dans les ostéoblastes et les fibroblastes

de souris [125].

2.3 La régulation transcriptionnelle de MMP-3
2.3.1 Caractéristiques du promoteur MMP-3

La comparaison des séquences du promoteur MMP-3 entre le rat, le lapin et
’humain révele un haut degré de similarité dans les trois cent soixante-dix paires de
bases en amont du site d’initiation de la transcription, ce qui suggére que cette région
peut étre critique pour la régulation de MMP-3 [126]. En effet, le site AP-1 est conservé
chez ces trois espéces ainsi que chez la souris. AP-1 serait donc indispensable pour
I’activation transcriptionnelle de MMP-3 [127-129]. Mis a part AP-1, d’autres sites de
régulation ont été¢ étudiés dans le promoteur MMP-3 et peuvent influencer son
expression et le degré de son activité. Méme s’il est situé a plus de mille paires de bases
en amont du site d’initiation, le polymorphisme 5T/6T dans le promoteur MMP-3 est
une région impliquée dans le développement de plusieurs troubles de santé ou de
maladies. Borghaei et ses collégues ont identifié un site de réponse & I’'IL-1 '™

G(T)TTTTTCCCCCCATCAAAG %) quils appellent SIRE (Stromelysin IL-1
Responsive Element) (Figure 7) [130].
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Figure 7 : Caractéristiques du promoteur MMP-3 humain. MMP-3 fait partie du premier groupe de
promoteurs, avec une boite TATA et au moins un site AP-1 dans la région proximale. AP-1 est le
site de liaison central de régulation, sa présence est nécessaire pour l’activation minimale du
promoteur et plusieurs facteurs de transcription prés du site AP-1 agissent de facon AP-I1-
dépendante. D’autres sites ont été étudiés chez les homologues du promoteur humain (rat et souris).
Le polymorphisme localisé 2 1614 paires de bases en amont du site d’initiation de la transcription
est impliqué dans le développement et Pincidence de plusieurs maladies. TATA : boite TATA ; AP-
1: Activator protein-1; C/EBP: CCAAT/enhancer-binding protein; ETS: Erythroblastosis
twenty-six ; NGF : Nerve growth factor; TEL : Translocation-ETS-Leukemia ; 1K-2 : Ikaros-2;
AML-1a: Acute Myeloid Leukemia-l1a ; TIE : TGF-b Inhibitory Element ; SPRE : Stromelysin-
PDGF Responsive Element; SIRE : Stromelysin 1L-1 Responsive Element. Les sites CG sont
représentés pour les premiéres 900 paires de bases par des sugons et le site d’initiation de Ia
transcription est représenté par la fleche brisée.

Les expériences de transfections transitoires en utilisant un géne rapporteur dans lequel
le promoteur de MMP-3 est muté sur le site SIRE, démontrent que le mutant répond
deux fois plus & I’induction par I’'IL-1. Ces résultats suggérent que les protéines qui se
lient au site SIRE agissent comme répresseurs de 1’expression de MMP-3 induite par les
cytokines. Cette méme région a également été identifiée comme un site commun de
polymorphisme 5T/6T et des évidences démontrent que le répresseur se lie avec une plus
grande affinité au site possédant 6T comparé a celui qui en posséde 5 [48. 131]. De plus,
plusieurs études ont trouvé une association entre le polymorphisme et la susceptibilité a
certaines maladies et troubles variés [49, 132-136]. Ces études suggérent que les faible
et forte expressions de MMP-3 peuvent avoir d’importantes conséquences
pathologiques. Par exemple, les homozygotes pour I’alléle 5T expriment de hauts
niveaux de MMP-3 et ont un plus grand risque de développer un infarctus du myocarde

et un anévrisme [137-140]. L’alléle 6T, exprimant de faibles niveaux de MMP-3, est
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plutot associée a une sténose et une progression plus rapide de 1’athérosclérose [131,
141-144]. Bref, avec toutes ces évidences, le site SIRE joue un rdle important dans le
contréle de I’expression de MMP-3. Récemment, une protéine de liaison au zinc, ZBP-
89 a été clonée a partir d’un systeme de levure simple hybride parce qu’elle posséde des
habilités a lier le site SIRE [145]. Toutefois, la protéine semble étre activatrice plutot
qu’inhibitrice dans des conditions de surexpression de MMP-3 et la protéine se lie a la
série de cytosines plutét qu’aux thymines, contrairement au répresseur potentiel des
expériences antérieures. Borghaei et ses collégues démontrent néanmoins que ZBP-89
n’est pas responsable de la répression de MMP-3 sur le site SIRE mais que ZBP-89 est
un complexe protéique en compétition avec les composantes pS0 et p65 du facteur de
transcription NF-kB. En fait, I’homodimére p50/p50 de NF-kB serait responsable de la
répression de MMP-3 en se liant préférentiellement au site SIRE avec 6T en réponse aux
cytokines inflammatoires, tandis que I’hétérodimére serait plut6t activateur. [146]

Prés de ce site, se trouve un autre élément de réponse, SPRE (Stromelysin
PDGF-Responsive Element), localisé entre -1576 et -1571 en amont du site d’initiation
de la transcription. Ce site est nécessaire pour le contrle de I’expression de MMP-3
suite @ une stimulation avec PDGF (Platelet-Derived Growth Factor) dans les
fibroblastes de souris. De plus, PKCC est impliqué dans cette stimulation en réponse au
PDGF [147]. Des expériences ultérieures démontrent qu’une nouvelle protéine, SPBP
(SPRE Binding Protein) lie cette région du promoteur [148] .

Un autre site est identifié et répond également a des facteurs de croissance. Un
groupe de chercheurs identifie une région (-241 a -229) apres le site AP-1 dans le
promoteur MMP-3. Cette région répond aux stimuli induits par NGF (Nerve Growth
Factor). Dans les fibroblastes, MMP-3 est transcriptionnellement induit par EGF
(Epidemal Growth Factor), PDGF et les phorbol esters [149-151]. Toutefois, dans les
fibroblastes de rats, NGF, mais pas EGF ou PDGF, augmente I’expression de MMP-3.
Cependant, contrairement aux induction via EGF ou PDGF, la réponse via NGF est
indépendante de AP-1, ce qui suggére que des mécanismes de régulation spécifiques aux
tissus pourraient étre significativement différents [152].

Non loin de cette derniére région, plusieurs études démontrent une coopération

entre le facteur ETS et AP-1. Les deux sites ETS palindromiques situés prés du site de
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liaison pour AP-1 dans le promoteur MMP-3 agissent de fagon synergique pour
augmenter I’activité du promoteur. Baillat et ses collégues trouvent ensuite qu’un
mécanisme d’auto-inhibition existe pour cette région palindromique du promoteur. En
effet, I’isoforme p51 de ETS-1 forme un complexe tertiaire ETS-1-ADN-ETS-1. Cette
coopération exclusive a la topologie palindromique explique un mécanisme d’auto-
inhibition impliquant les résidus 245 a 330 dans la protéine ETS-1. La délétion de ces
résidus forme I’isoforme p42 de ETS-1, alors incapable d’engager la coopération et
I’augmentation de I’activit¢ de MMP-3 [153]. Par le fait méme, cette équipe de
chercheurs démontre, par mutagenése dirigée, I’implication de ETS dans I’augmentation
de I’expression de MMP-3 humain.

Sur le méme site de liaison pour le facteur ETS, un autre membre de cette famille
de protéines peut établir une compétition. TEL (Translocation-ETS-Leukemia) peut
diminuer la transcription de MMP-3. La fusion entre le domaine N-terminal de TEL et
AML-1 crée un répresseur transcriptionnel. Cette fusion a également permis d’identifier
une association avec les co-répreseurs mSin3A et SMRT/N-CoR. En fait, sans mSin3A,
TEL ne pourrait avoir son effet répresseur sur I’expression de MMP-3 et ce complexe
serait capable de faire compétition & ETS sur le promoteur [154]. De plus, TEL recrute
I’histone déacétylase HDAC-3 pour compléter le complexe et la répression de
I’expression transcriptionnelle de MMP-3 [155].

L’expression de MMP-3 est également inhibée par I’acide rétinoique, le
dexaméthasone et TGF-f [126, 156-158]. D’ailleurs, dans le promoteur MMP-3 de rat,
un élément de répression est localisé a -709 en amont du site d’initiation. Un complexe
protéique se lie au site TIE (TGF-f inhibitory element) suite a une stimulation via TGF-
B. Ce complexe protéique contient la composante d’AP-1, c-fos et I’induction de c-fos
par TGF-P est requise pour les effets répressifs apportés par la suite sur le promoteur
MMP-3. De fagon surprenante, c-fos est également impliqué dans I’augmentation de
I’expression de MMP-3 via EGF dans les fibroblastes de rats. La régulation des
membres de la famille de protéines jun pourrait expliquer ce phénoméne paradoxal et
ainsi déterminer si MMP-3 sera inhibée ou activée au niveau transcriptionnel via les

facteurs de croissance [159].
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2.3.2 Autres facteurs de transcription
C/EBP

D’autres éléments de liaison a I’ADN sont moins connus pour la régulation de
I’expression de MMP-3 mais doivent étre mentionnés dii a leur implication dans la
régulation d’autres génes et processus physiologiques. C’est le cas de C/EBP
(CCAAT/Enhancer Binding Protein). Les protéines CEBP comptent 6 membres dont les
plus étudiés sont CEBPo et CEBPf et celles-ci ont d’abord été identifiées comme
facteurs de transcription exprimés dans le foie, les cellules adipeuses et les tissus
pulmonaires. Les deux protéines possedent des isoformes issues d’initiation de
traduction alternative. CEBPa possede les isoformes de 42kDa et 30kDa (p42 et p30
respectivement) et CEBP[3 se présente sous trois isoformes différentes, p38, p33 et p20,
aussi connues sous les noms de LAP* (Liver Activating Protein*), LAP et LIP (Liver
Inhibitory Protein) [160]. Ces isoformes contiennent toutes des régions de fermeture
éclaire a leucine (leucine zipper).

La famille de protéines CEBP est impliquée dans diverses réponses cellulaires
incluant le controle de la croissance et la différentiation cellulaire, les processus
inflammatoire et immunitaire et plusieurs maladies [161]. Les protéines CEBP sont
également capables de dimériser avec les membres de leur propre famille mais aussi
avec les protéines Fos/Jun et ATF/CREB. Les protéines CEBP possédent également
I’habilité d’interagir avec d’autres facteurs de transcription tels que NF-xB et Sp-1 [162,
163]. CEBPa est le facteur régulateur par excellence de la granulopoiése. Cette protéine
est exprimée pendant tout le processus de différentiation myéloide et se lie aux
promoteurs de génes myéloide-spécifiques [164, 165]. CEBPa joue également un rdle
dans la différentiation des adipocytes et est impliqué dans la régulation de genes
hépatiques constitutivement exprimés mais aussi pour les génes hépatiques impliqués
dans la réponse aigué [166]. En plus de son habilité a trans activer les génes myéloide-
spécifiques, CEBPa peut arréter la croissance mitotique par trois mécanismes. Le
premier étant que CEBPa peut induire I’expression de p21, un inhibiteur de CDK
(Cyclin-Dependant Kinase) [167-170]. Deuxiémement, CEBPa peut contréler la
croissance via l’interaction entre CDK2 et CDK4 [171]. Finalement, CEBPa peut

interagir avec le complexe de remodelage de la chromatine SWI/SNF et fermer 1’accés a
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la transcription [165]. CEBPa agit donc en facilitant la sortie du cycle cellulaire mais
aussi en induisant I’expression de génes spécifiques durant tous les stades de
différentiation cellulaire. Tandis que CEBPa est considéré comme un suppresseur de
tumeur, CEBP est plutét impliqué dans la tumorigenése de la peau [172]. Cependant,
de fagon similaire 8 CEBPa, CEBPf est capable d’inhiber la prolifération cellulaire via
la répression de geénes régulant les protéines de la famille Rétinoblastome [173, 174].
Somme toute, les deux protéines CEBPa et CEBP sont relativement similaires. Inhiber
une des deux protéines est souvent insuffisant pour annuler leurs fonctions étant donné
leur redondance.

L’expression protéique de CEBP est régulée par plusieurs conditions
physiologiques et pathologiques via I’action de plusieurs facteurs incluant les cytokines,
les mitogenes, les hormones, les nutriments ainsi que les agents causant un stress
cellulaire [175-178]. Au niveau de la régulation transcriptionnelle, il est & mentionné
que le promoteur de CEBPa est régulé par des facteurs de transcription tels que Sp-1 et
NF-kB [179, 180], mais aussi par la méthylation. En effet, la méthylation du promoteur
de CEBPa a été observée dans des cellules provenant de patients atteints de leucémies
myéloides aigués [181]. De plus, dans des cellules de cancer du poumons ainsi que dans
des carcinomes de cellules squameuses, I’expression de CEBPa. est inhibée par la
méthylation de ’ADN [182, 183]. Quant & CEBP, son induction via I’IL-6 est bien
connue. Les facteurs de transcription CREB (cAMP-Response Element Binding protein)
et CRE-like contrdlent également cette isoforme [184].

Malgré aucune évidence directe de la régulation de I’expression de MMP-3 par
CEBP, il est a mentionné que CEBPB peut réguler I’activité des MMP, notamment
MMP-1 via la stimulation par I’IL-1f dans les cellules de carcinomes du poumon A549.
Dans cette méme étude, I’inhibition de CEBPf par des ARN antisens, a permis
I’inhibition de MMP-1, -3 et -10 suite & une stimulation par IL-1p [185].

Ikaros

La différentiation et la prolifération a partir des cellules souches

hématopoiétiques pluripotentes jusqu’aux cellules matures du sang est controlée durant

toute la vie d’un organisme. Ce contrdle est effectué en partie au niveau de la
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transcription oul un nombre de complexes multi-protéiques régulent de fagon coopérative
I’expression de geénes appropriés. En 1992, le facteur de transcription Ikaros (connu
aussi sous le nom de LyF-1) est découvert chez la souris [186] et plus tard chez I’humain
[187]. Ikaros est hautement conservé de la lamproie jusqu’a I’humain [188]. Le gene
Ikaros code pour au moins six isoformes (Ik-1 a -6) et se lient au motif GGGA [189].
Les premiers indices concernant les fonctions d’Ikaros sont venus des observations sur
les patrons d’expression chez la souris ou I’expression du géne est largement étendue
durant le développement hématopoiétique. Ikaros est abondant dans les progéniteurs
hématopoiétiques embryonnaires, les thymocytes en développement ainsi que les
cellules T et B matures [190].

Une caractéristique importante d’lkaros est qu’il peut agir comme répresseur ou
activateur de transcription. En effet, Ikaros peut interagir avec le co-répresseur CtBP,
I’oncoprotéine viral E1A, les complexes répresseur histone déacétylase NURD et SIN3
et le complexe de remodelage de la chromatine SWI/SNF [188]. Certains génes
contenant un site de liaison pour lkaros peuvent étre relocalisés dans des régions
inaccessibles au niveau de la transcription. De cette fagon, Ikaros est un facteur
participant pleinement aux mécanismes de régulation épigénétiques tels que la
méthylation de I’ADN et la modification des histones. Aucune expérience jusqu’a ce
jour n’a encore été répertoriée quant a la régulation de MMP-3 par Ikaros mais un site de
liaison est situé prés du site d’initiation de la transcription du promoteur humain MMP-
3.

3 Régulation transcriptionnelle par la méthylation de PADN
3.1 Historique

L’héritage épigénétique est défini comme une information cellulaire, autre que la
séquence d’ADN elle-méme, transmise durant la division cellulaire. Les phénomeénes
épigénétiques sont médiés par une variété de mécanismes moléculaires incluant les
modifications post-traductionnelles des histones, les complexes de remodelage de la
chromatine ATP-dépendants, les complexes de protéines polycomb/trithorax, les petits
ARN et ARN non-codants (siRNA et miRNA) et la méthylation de ’ADN. Etant donné
que le projet de thése porte sur la méthylation de I’ADN, les autres mécanismes ne

seront que définis briévement.
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Les éléments de base de la chromatine sont les nucléosomes, chacun composé de
146 paires de bases d’ADN enroulé autour d’un octamére d’histones, lui-méme composé
de deux copies d’histones (H2A, H2B, H3 et H4). La portion N-terminale des queues
d’histones est sujette a de nombreuses modifications post-traductionnelles incluant la
phosphorylation, I’ubiquitination, I’acétylation et la méthylation. Ces modifications
affectent la structure de la chromatine et la transcription. Chaque modification peut
affecter Iarchitecture de la chromatine, mais la combinaison de ces modifications peut
étre ultimement déterminante dans le statut de la chromatine, lequel gouverne la
transcription des genes [191]. De plus, les protéines qui dirigent ces modifications sont
souvent associées a I’intérieur des mémes complexes que ceux qui régulent la
méthylation de I’ADN.

La seule modification épigénétique de I’ADN connue chez les mammiféres est la
méthylation des cytosines (ou I’ajout d’un groupe méthyle) en 5° méthylcytosines au
niveau des dinucléotides CpG, notamment a I’intérieur d’ilots CpG [192]. La perte de la
méthylation (hypométhylation) de I’ADN sur des dinucléotides CpG a été la premiére
anomalie épigénétique identifiée dans les cellules de cancer. En 1982, Andrew Feinberg
et Bert Vogelstein présentent leurs études sur les différences entre les cellules de cancer
et les tissus normaux lors d’un symposium sur I’hétérogénéité des cellules tumorales. Ils
utilisent la technique de buvardage de type Southern pour analyser ’ADN digéré
préalablement par des enzymes de restriction sensibles a la méthylation. Leurs résultats
démontrent qu’une proportion significative de CpG méthylés dans les tissus normaux, se
trouvent non-méthylés dans les cellules cancéreuses [193]. Par la suite, Ehrlich et ses
collegues utilisent la chromatographie liquide a haute performance pour montrer que le
contenu en cytosines méthylées (5™°C) est globalement réduit [194] et I’implication de
I’hypométhylation de I’ADN dans les cancers devient évidente. En effet, elle peut
amener a I’activation de génes. 1l a été démontré que les dinucléotides CpG peuvent
devenir hypométhylés dans les cancers et les génes avoisinant deviennent activés comme
dans le cas de I’oncogéne HRAS par exemple [195]. L hypométhylation est également
liée a I’instabilité chromosomique et elle est particuliérement sévére dans les séquences
satellites péricentromériques et plusieurs cancers présentent souvent des translocations

chromosomiques avec des points de cassure dans I’ADN péricentromérique des
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chromosomes 1 et 16 [196]. Toutefois, méme si le mécanisme de I’hypométhylation a
été le premier changement épigénétique identifi¢ dans le cancer, il a été rapidement
doublé par I’hyperméthylation pendant plusieurs années. Ce n’est que depuis peu que
I’intérét pour I’hypométhylation connait une certaine renaissance.

Les chercheurs Stephen Baylin et Barry Nelkin étudient la calcitonine, un
marqueur du cancer pulmonaire a petites cellules. C’est en 1986 que ce groupe de
chercheurs découvrent une hyperméthylation site-spécifique de la calcitonine associée a
la répression de I’expression du géne [197]. Puisque la calcitonine n’est pas un géne
suppresseur de tumeurs, le premier lien entre 1’hyperméthylation et les génes
suppresseurs de tumeurs s’établira avec les études du gene rétinoblastome (RB). Les
résultats publiés par les laboratoires de Dryja et Horsthemke sont les premiers a indiquer
que la répression transcriptionnelle d’un suppresseur de tumeur peut se produire de
maniere épigénétique [198, 199]. En 1995, plusieurs groupes de chercheurs confirment
par la suite I’hyperméthylation de nombreux promoteurs dans les cellules de cancers,
incluant des protéines suppresseurs de tumeurs pl6 (/INK44), MLH1 (enzyme de
réparation de 1I’ADN), VHL (von Hippel-Lindau) et E-cadherin. Ces résultats
supportaient donc le mécanisme d’inactivation de génes par un moyen €pigénétique dans
le cancer.

[l est important de noter que la relation de base entre la méthylation d’ilots CpG
(région génomique d’environ lkb ayant un contenu riche en G-C) et I’inactivation des
genes vient d’études antérieures de I’inactivation du chromosome X. Un premier indice
provient des études de Mohandas et ses collégues en 1981 qui démontrent que la 5-aza-
2’-deoxycytidine (5-aza-dC), un inhibiteur de méthylation de I’ADN, pouvait réactiver
le chromosome X [200]. Par ailleurs, il ét¢ démontré que 1’agent déméthylant 5-aza-dC
est capable de transformer des cellules en culture [201]. Ces études ont été initiées
antérieurement par la découverte de Taylor et Jones démontrant que I’agent 5-aza-dC
possédait des effets reproductibles sur la différentiation des cellules dans les tissus en
culture [202]. Cet agent pharmacologique est maintenant utilisé dans certaines
situations  cliniques, notamment en combinaison avec des traitements
chimiothérapeutiques pour plusieurs types de cancer, dont le syndrome de

myélodisplasie et les leucémies [203]. Ce type de thérapie vise donc essentiellement a
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réactiver les geénes suppresseurs de tumeurs, réprimés épigénétiquement, et sont
justifiées chez les patients atteints de cancers ol les autres stratégies thérapeutiques ont
échouées. Des études ont toutefois démontré que I’incorporation de la drogue dans
I’ADN pouvait contribuer a des effets cytotoxiques mettant un bémol a ce type de
traitement a cause des conséquences indésirables a long terme, en I’occurrence,
I'instabilité¢ génomique déclenchée par I’hypométhylation. [204-206].

Il est devenu de plus en plus évident que I’héritage épigénétique est important
dans plusieurs conditions physiologiques et pathologiques. Les mécanismes
épigénétiques, comme la méthylation de I’ADN, sont des joueurs importants dans la
compréhension des différences entre la croissance, la sénescence et les cellules

immortelles, la différentiation des cellules et leur vieillissement.

3.1.1 Autres modifications épigénétiques : modifications post-traductionnelles
des histones

Dans les cellules eucaryotes, I’expression des génes peut étre également régulée
au niveau de la structure de la chromatine. Plusieurs résidus a I’intérieur des queues
d’histones et plusieurs résidus dans certains domaines des histones peuvent étre modifiés
de différentes fagons, comme mentionné plus haut.

Les histones ont été isolées et caractérisées par Albrecht Kossel en 1884
Toutefois, ce n’est pas avant 1950 que Stedman et Stedman [207] identifient des formes
multiples d’histones dans le noyau des cellules et avancent I’hypothése que différents
phénotypes cellulaires dans un organisme peuvent émerger de la suppression des génes
via la modification d’histones. Plus tard, Allfrey et ses collégues suggérent que
I’acétylation et la méthylation sont des modifications post-traductionnelles des histones
[208]. Le groupe de recherche observe que I’acétylation chimique des histones réduit de
fagon significative I’effet inhibiteur de la synthése de I’ARN. IIs avancent alors
I’hypothese que des petites modifications traductionnelles réversibles sur les histones
pourraient activer ou désactiver la synthése de I’ARN a différents loci le long des
chromosomes. Depuis ces premiéres observations, de nombreuses modifications post-
traductionnelles ont ét¢ identifiées [209]. Il est maintenant bien établit que la position et

les propriétés chimiques des modifications d’histones dictent la structure de la
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chromatine ainsi que ses fonctions dans la transcription, la réplication et la réparation de
I’ADN [210]. Tout ceci ayant permis de proposer I’hypothése du code histone. Cette
hypothése propose plusieurs événements de régulation pour I’interprétation du génome.
D’abord, dans un contexte cellulaire et de développement, I’homéostasie dans la
modification des histones (le code histone) est conservée grice a des événements
« d’écriture » et « d’abrogation » faits par des enzymes modifiant les histones.
L’événement qui « écrit » la modification des histones serait une enzyme (par exemple
une histone méthyltransférase) qui catalyse une modification chimique sur un résidu
spécifique de Ihistone. « L’effaceur » d’une modification d’histone serait une enzyme
(par exemple une histone déméthylase) qui retire la modification chimique de 1’histone
[191, 211, 212]. La deuxiéme partie de ’hypothése du code histone est I’interprétation
ou la « lecture » du code. Ceci est accompli par les protéines effectrices qui lient une
combinaison spécifique de modification d’histones et la traduit en événement biologique
concret (activation/suppression de la transcription ou d’autres réponses cellulaires). En
plus du recrutement de ces mécanismes frans, la modification d’une histone peut
également se faire simplement par modulation physique directe de la structure de la
chromatine, ou alors par une altération des charges du nucléosome (par exemple, la
neutralisation des charges positives des histones par acétylation des lysines) [213]. Tous
ces mécanismes de régulation se produisent pour préparer un profil épigénétique qui
détermine I’identité cellulaire future durant I’embryogenése et le développement [214],
ainsi que la régulation transcriptionnelle des génes dans différents contextes.

Méme si d’autres résidus peuvent étre modifiés, les lysines sont des substrats
importants dans la biochimie des histones parce qu’elles peuvent subir plusieurs
modifications exclusives incluant I’acétylation, la méthylation, 1’ubiquitylation et la
SUMOylation. L’acétylation et la méthylation impliquent des petits groupements
chimiques, tandis que I’ubiquitylation et la SUMOylation ajoutent de plus larges
fragments qui peuvent apporter des changements plus profonds dans la structure de la
chromatine [215]. Un résumé des modifications que peuvent subir les queues d’histones

est présenté ici-bas dans le tableau II.
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Tableau II : Modifications post-traductionnelles des histones affectant la structure de la
chromatine

Modification Sites transcriptionnels Réle transcriptionnel
Lysine acétylée (K) (l? 53, §1,<19,3,1 ?’6)1,811132),, g;B Répression
Sérines/Thréonines H3 (S/Tph3, 10, 28), H2A, Activation

(S/Tph) phosphorylées H2B
Arginines méthylées (R) H3 (R17, 23), H4 (R3) Activation
Lysines méthylées (K) H3 (K4, 36, 79) Activation
Lysines méthylées (K) H3 (K9, 27), H4 (K20) Répression
Lysines ubiquitylées (K) H3 (K120) Activation
Lysines ubiquitylées (K) H2A (K119) Répression
Lysines SUMOylées (K) H2B (K6/7), H2A (K126) Répression

La méthylation de I’ADN et les modifications post-traductionnelles des histones
sont des changements épigénétiques reliés dans la régulation des génes. En utilisant la
méthode d’immunoprécipitation de la chromatine (ChIP), il a été démontré que I’ADN
non-méthylé est assemblé dans le nucléosome et contient des histones acétylées. Ces
derniéres démontrent que la chromatine est « ouverte », ou disponible pour les liaisons
d’autres protéines, alors que la présence de groupements méthyles sur les séquences
d’ADN identiques corréle avec des histones H3 et H4 non-acétylées, représentant une
chromatine plus compacte [216, 217]. Cette relation entre la méthylation de ’ADN et la
modification des histones peut étre partiellement dirigée par les protéines de liaison aux
méthylcytosines, comme MeCP2 ou MBD?2, qui sont capables de recruter les histones
déacétylases sur les régions méthylées [218, 219].I1 est également probable que la
présence de méthylation sur I’ADN dirige la déméthylation de H3K9, qui représente une
marque de chromatine répressive [217]. Cette déméthylation se ferait via I’interaction
entre G9a, une méthyltransférase, et DNMT]1 dans le complexe de réplication [220].

De nombreux autres exemples démontrent la relation entre la méthylation de
’ADN et les modifications post-traductionnelles des histones dans la régulation des
génes. Méme si ces modifications semblent avoir leur propre role dans la régulation de
I’expression des génes, il est clair qu’il existe un réseau de connexions entre les
changements épigénétiques. La présence de groupements méthyles sur I’ADN, par
exemple, peut affecter la modification d’histones dans les nucléosomes. Inversement, la

présence de certains types d’histones méthylées peut étre associée a la méthylation de
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I’ADN. Cette connexion pourrait étre dirigée via des domaines dans les histones
méthyltransférases et les DNMT [221]. Plusieurs détails mécanistiques demeurent
encore obscures mais le réseau d’interactions entres les différents types de modifications
sert & coordonner ces régulateurs épigénétiques impliqués dans de multiples aspects de

la régulation de I’expression des génes durant le développement.

3.2 Mécanisme de la méthylation de I'’ADN

La méthylation de I’ADN est la seule modification de I’ADN programmée
génétiquement chez les mammiféres.  Cette modification post-réplicative est
presqu’exclusivement trouvée sur la position 5 d’un anneau pyrimidine des cytosines
dans un contexte de séquence dinucléotidique CpG [192]. Les 5™C comptent pour
environ 1% de toutes les bases, variant légerement dépendamment du type de tissu et la
majorité des dinucléotides CpG (75%) dans les génomes de mammiféres sont méthylés
[222]. Le métabolisme du carbone, chez les mammiféres, fournit le groupement méthyle
pour toutes les réactions de méthylation. Ces réactions sont dépendantes des donneurs
méthyles (méthionine et choline) et des co-facteurs (acide folique, vitamine B12) afin de
synthétiser le donneur méthyle universel, S-adenosyl-L-methionine (SAM) [223, 224].
Durant la réaction de méthylation, un groupement méthyle est transféré de SAM a
I’ADN, laissant le donneur méthyle en S-adenosylhomocystéine. Une concentration
élevée de ce dernier inhibe I’action des enzymes responsables de la méthylation de
I’ADN.

Jusqu’a maintenant quatre méthyltransférases de I’ADN ont été identifiées,
DNMTI1, DNMT2, DNMT3a et DNMT3b ainsi qu'une protéine reliée aux DNMT,
DNMTS3L [225, 226]. Les DNMT catalysent le transfert d’un groupement méthyle de
SAM sur la base cytosine. A I’exception de DNMT2, qui posséde une trés faible activité
méthyltransférase in vitro [227], toutes les DNMT sont essentielles a la viabilité
embryonnaire [228, 229].

DNMTI1 agit comme enzyme de maintenance de la méthylation. DNMTI
préfére I’ADN hémi-méthylé et est localisée dans la fourche de réplication de I’ADN
durant la phase S du cycle cellulaire. L’enzyme méthyle le brin nouvellement synthétisé

en utilisant le brin parental comme modéle. Conséquemment, DNMTI1 passe
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I'information épigénétique aux générations cellulaires suivantes. Cette enzyme a
également des isoformes incluant DNMTI1b [230] et I’isoforme spécifique a I’oocyte,
DNMTlo [231]. Cette derniére est synthétisée et stockée dans le cytoplasme de I’oocyte
pour ensuite €tre transloquée au noyau au stade de huit cellules dans I’embryon pré-
implanté [232]. 1] a été suggéré que DNMT 1o maintient les patrons de méthylation des
alleles de génes dits « imprimés » (imprinted genes) [233].

Les cellules souches embryonnaires déficientes en DNMT1 sont viables et
contiennent un faible pourcentage d’ADN méthylé et d’activité méthyltranférase. En
effet, ’ADN de provirus intégré dans des cellules souches embryonnaires infectées par
Mo-MuLV devient méthylé & un taux similaire aux cellules de type sauvage, suggérant
la présence d’activité méthyltransfrase de novo [234]. Cette activité méthyltranférase de
novo est dirigée par DNMT3a et DNMT3b. Il est encore difficile d’évaluer les
mécanismes par lesquels DNMT3a et DNMT3b sont recrutées pour cibler des séquences
spécifiques d’ADN. Les études provenant de modéles de culture cellulaire suggérent au
moins trois fagons possibles par lesquelles la méthylation de novo pourrait se produire :
(1) Les enzymes DNMT3 elles-mémes pourraient reconnaitre I’ADN ou la chromatine
via des domaines protéiques spécifiques. Dans des cellules de souris, les enzymes
DNMT3 sont partiellement localisées dans les régions péricentromériques de
I’hétérochromatine. Des études fonctionnelles ont démontré qu’un domaine conservé de
I’enzyme (PWWP) est requis pour cibler I’activité catalytique de ces régions du génome.
Sans ce domaine, la liaison de I’enzyme a la chromatine est abolie [235]; (2) La
deuxiéme possibilité serait que DNMT3a et DNMT3b pourraient étre recrutées via des
interactions protéine-protéine avec des répresseurs transcriptionnels ou d’autres facteurs.
Par exemple, Brenner et ses collégues ont démontré que la protéine Myc s’associe avec
I’activité méthyltranférase et une interaction directe entre DNMT3a et Myc est requise
pour une répression efficace du géne cible de Myc, p27 [236]; [237] Finalement, le
systéme d’interférence médié par I’ARN (RNAIi) pourrait cibler la méthylation de novo
sur des séquences spécifiques d’ADN. Le systtme RNAIi est un processus post-
transcriptionnel par lequel les ARN double-brin causent la dégradation d’une séquence
spécifique homologue a la séquence d’'un ARNm. La possibilité que ce systéme cible la

méthylation de novo provient des études sur des souris déficientes en Dicer, un géne
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essentiel au systtme RNAI. Les résultats de ces études démontrent une diminution de la
méthylation de I’ADN dans les répétitions centromériques [238], impliquant la
machinerie RNAi dans le maintient de ces marques de méthylation. Néanmoins, la
machinerie de la méthylation de I’ADN ne se résume pas aux enzymes elles-mémes
mais doit étre plutdt vue comme un réseau complexe de protéines travaillant de concert.
La méthylation de I’ADN est reliée & la répression transcriptionnelle des génes
[239-242] et de nombreux efforts ont été investis dans ’étude des mécanismes qui
supporte cette relation. Deux modeles de base peuvent étre élaborés pour expliquer les
mécanismes reliant la méthylation a la répression des génes. Dans le premier modéle, la
méthylation de I’ADN inhiberait directement la transcription en bloquant la liaison des
activateurs transcriptionnels sur leurs séquences consensus [243]. Dans le deuxiéme
modele, des protéines de liaison a la méthylation (MBP) reconnaissent I’ADN méthylé
et recrutent des co-répresseurs pour inhiber I’expression du géne directement [218, 244]
(Figure 8). Pour certains promoteurs, la répression médiée par la méthylation de I’ADN
est plus efficace dans un contexte de chromatine, ce qui indique que la composante
«active » de ce systtme de répression pourrait reposer sur la modification de la
chromatine [241, 245]. D’ailleurs, les MBP s’associent avec les complexes co-

répresseurs de remodelage de la chromatine [246-249].
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Figure 8 : Mécanisme de méthylation de PADN. Une région active transcriptionnellement est ciblée
par la répression de la transcription acquiert la méthylation de I’ADN en premier, qui recrute ensuite
les protéines de liaison a la méthylation et les co-répresseurs associés ainsi que les histones
déacétylases. Comme les DNMT peuvent interagir avec les HDAC, il est également possible que la
transcription soit d’abord inhibée par la déacétylation ou d’autres facteurs tels que des protéines de
remodelage de la chromatine, suivie par le recrutement de la machinerie de méthylation et des
protéines de liaison a la méthylation cimentant ainsi le statut répressif du promoteur. Dans les deux
cas, la déacétylation des nucléosomes adopte une structure plus compacte qui empéche la liaison des
facteurs de transcription aux sites consensus. (Figure adaptée a partir de Robertson, KD and Wolffe,
AP, Nat. Rev. Genetics, 2000).
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3.3 Fonctions de la méthylation de ’ADN

La méthylation des cytosines est essentielle au processus d’embryogenése durant
lequel les niveaux de méthylation changent de fagon dynamique [250, 251]. Durant le
développement et la différentiation, I’organisme crée un nombre d’épigénomes marqués
différemment selon le type cellulaire dont I’identité est définie par leur patron respectif
de méthylation. Le développement des mammiféres est caractérisé par deux vagues de
reprogrammation €pigénétique globale du génome dans le zygote ainsi que dans les
cellules germinales. Chez la souris, le génome devient déméthylé durant la pré-
implantation. La majeure partie du génome paternel est activement et rapidement
déméthylé, effacant ainsi les marques de méthylation de la lignée germinale paternelle.
Au méme moment, le génome maternel demeure méthylé et une fois le premier cycle
cellulaire complété, la disparition de la méthylation sur I’alléle maternelle se produit
jusqu’a la formation du blastocyste. Cette déméthylation enléve toute trace de patron de
méthylation pré-existant hérité de I’ADN parental. Vers I’implantation, ou les lignées
cellulaires commencent a se différentier, les niveaux de méthylation de I’ADN sont
rétablis par la méthylation de novo. Le deuxiéme événement de reprogrammation se
produit aussi durant I’embryogenése mais n’est réservé qu’aux cellules germinales
primordiales ou les patrons de méthylation sont effacés sur tous les génes a une seule
copie (incluant les génes « imprimés») et certains éléments répétés [252].
Dépendamment du sexe, les empreintes paternelles sont restaurées rapidement aprés la
naissance tandis que les loci maternels méthylés ont lieu seulement durant les stades
tardifs de I’oogenése. De cette fagon, un groupe de génes est exprimé de fagon
asymétrique provenant seulement de I’allele maternel ou paternel de maniére spécifique
a l'origine des parents dans toutes les cellules somatiques [251]. Un exemple bien
étudié est le locus H19/Igf2 qui démontre les contacts physiques entre les différentes
régions méthylées contenant des isolateurs, des répresseurs et des activateurs. Ces
contacts créent un contréle dans la structure de la chromatine, permettant la régulation
transcriptionnelle des deux génes [253]. De plus, lors du développement, la répression
aléatoire d’un des deux chromosomes sexuels dans les tissus embryonnaires femelles est
un autre systéme permettant un statut épigénétique stable dans les cellules somatiques

[254]. Les patrons de modification des histones et de méthylation changent dans le futur
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chromosome X inactif et sont nécessaires pour doser et compenser ’expression des
genes.

La méthylation de I’ADN a également une implication dans la recombinaison
V(D)J au niveau du développement lymphocytaire. Les loci codant pour les récepteurs
antigéniques sont d’abord dans un stade répressif et demeurent ainsi jusqu’a la
différentiation lymphoide, ou les groupes méthyles sont enlevés de maniére spécifique
au stade de différentiation et spécifique au type cellulaire [255, 256]. La méthylation de
’ADN semble affecter majoritairement la régulation du réarrangement plutdt que la
transcription locale [257-261]. Cette implication refléte donc le role de la méthylation
de I’ADN dans le contrdle de I’expression des génes spécifiques aux tissus mais aussi,
de maniére a synchroniser des événements physiologiques et biologiques.

La méthylation de I’ADN joue également un rdle important dans le maintient de
Iintégrité du génome en réprimant la transcription des séquences d’ADN répétées et des
transposons. La méthylation peut prévenir une recombinaison susceptible de se
reproduire entre des répétitions non-alléliques causées par leurs €léments génétiques
mobiles [262]. Bref, le génome des mammiféres, codant pour environ 30 000 génes,
doit pouvoir programmer des patrons d’expression de génes dans environ 200 types
cellulaires différents durant de nombreux stades développementaux. Il est maintenant
évident qu’une couche additionnelle d’informations requises pour I’expression des génes
est encodée dans la séquence du génome et excéde I’information de quatre bases (A, T,
C et G). Ces renseignements additionnels sont dirigés par les modifications
épigénétiques qui, dans leur intégralité, forment 1’épigénome. Les modifications
épigénétiques, incluant la méthylation de I’ADN, changent la structure de la chromatine
sans altérer la séquence d’ADN et affecte de par leur rle primordial, ’expression des
geénes. Cependant, malgré les fonctions essentielles apportées par la méthylation de
I’ADN, il est maintenant bien établi que de nombreuses anomalies épigénétiques jouent

des roles décisifs dans différentes maladies.
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3.4 La méthylation dans les processus pathologiques

La liste de maladies humaines causées par ou impliquant une perturbation dans la
méthylation de I’ADN est devenue plutdt longue. L’étude de ces maladies a tout de
méme permis de découvrir de nouvelles informations quant aux roles que la méthylation
et d’autres modifications épigénétiques possédent dans le développement et

I’homéostasie cellulaire normale.

Méthylation de ’ADN et désordres d’empreinte génomique

La méthylation de I’ADN spécifique a I’alléle est une des marques typiques des
régions « imprimées » et est habituellement localisée dans des régions spécifiques du
génome. Ces régions incluent des sections de contrdle de I’empreinte qui régulent
I’expression des génes a I’intérieur des domaines imprimés, s’étendant souvent sur de
larges distances. Ces régions peuvent étre reprogrammées durant le développement
mais la méthylation différentielle dans les sections de contrble de I'empreinte est
généralement établie dans les cellules germinales et maintenue durant tout le
développement [251]. Le facteur de liaison & CCCTC (CTCF) est une protéine
importante dans I’expression des génes de I’empreinte. CTCF est un isolateur de la
chromatine qui sépare le génome en domaines fonctionnels indépendants ou, dans le cas
de loci imprimés, qui régule I’habilité d’un enhancer & accéder aux promoteurs sur de
longues distances [237]. Dans plusieurs régions de contrdle de I’empreinte, des études
in vitro et in vivo ont démontré que CTCF se lie seulement sur I’alléle parentale non
méthylée [263, 264], permettant aux génes, régulés par les régions contrdles de
’empreinte, d’étre exprimés de maniére alléle spécifique. La perte de 1’empreinte
génomique (loss of imprinting; LOI) est la perturbation des marques épigénétiques via
un gain ou une perte de méthylation de I’ADN ou simplement, la perte de ’expression
normale d’un géne allele-spécifique [265]. Les études sur les LOI ont apporté
d’importantes informations sur le réle de la méthylation et aussi sur celui de CTCF
comme régulateur de genes imprimés et les patrons de méthylation. Plusieurs maladies
ou désordres chez I’humain se développent via une empreinte génomique aberrante

(Tableau III).
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La méthylation et les séquences répétées

Les défauts de méthylation peuvent également étre reliés & des maladies
humaines associées a [I’instabilité de répétitions. L’élongation des répétitions
trinuclotidiques (TNR) durant la gamétogenése conduit & des mutations ou a la
répression de génes associés avec des conséquences pathologiques [266]. Les causes de
I’instabilité demeurent plutét obscures mais plusieurs hypotheéses sont proposées,
notamment un dérapage de I’ADN polymérase, des mécanismes de réparations de
I’ADN, des défauts de transcription ou dans le positionnement des nucléosomes et une
synthése aberrante des fragments d’okazaki a I’intérieur de ces répétitions [267]. Les

troubles associés a cette instabilité sont résumés dans le Tableau II1.

Défauts spécifiques a la machinerie de la méthylation

Les maladies humaines qui émergent des mutations dans la machinerie de la
méthylation de I’ADN ont permis de découvrir d’importants rdles orchestrés par les
DNMT. Ces défauts ont également démontré qu’une régulation déficiente de la
méthylation de I’ADN peut se produire dans des types cellulaires spécifiques (Tableau
HI).

Méthylation et cancer

Le lien entre la méthylation de I’ADN et le cancer a été initialement suggéré en
1983, lorsque les génomes de cellules cancéreuses ont été comparés aux cellules
normales. Le génome des cellules cancéreuses était hypométhylé par rapport a leurs
cellules témoins [268]. L’hypométhylation dans les cellules tumorales est
majoritairement due a la perte de méthylation des régions répétitives du génome et la
conséquence de I’instabilité génomique est une marque typique des cellules tumorales.
Les réarrangements qui impliquent une grande partie de I’hétérochromatine
péricentromérique sur le chromosome 1, par exemple, sont parmi les instabilités
génomiques les plus fréquentes dans plusieurs types de tumeurs [269]. La réactivation
des promoteurs de transposons suivant la déméthylation peut également contribuer a la
régulation aberrante des génes dans les cancers par interférence de transcription ou

génération de transcrits anti-sens [270]. La perte de la méthylation génomique est un
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événement fréquent et précoce dans le cancer et corréle avec la sévérité de la maladie
ainsi que son potentiel métastatique [271]. Des effets d’hypométhylation sur des génes
spécifiques se produisent également. Par exemple, le géne codant pour I’antigéne de
mélanome MAGE est fréquemment déméthylé [272]. La déméthylation accompagnée
d’une augmentation de I’expression d’un géne a également été démontrée dans de
nombreux types de cancers, par exemple, dans le géne de la protéine de liaison au
calcium S/00A4+4 dans le cancer du colon [273], le géne inhibiteur de sérines protéases
SERPINBS dans le cancer gastrique [274] et ’oncogéne y-synuclein (SNCG) dans les
cancers du sein et ovarien [275]. L’hypométhylation globale tét dans la tumorigenése
prédispose a I'instabilité¢ génomique et a des changements génétiques, tandis que la
déméthylation d’un géne spécifique pourrait se produire plus tard et permettre aux
cellules tumorales de s’adapter & I’environnement et promouvoir la métastasie [276].

Les événements d’hyperméthylation qui se produisent en méme temps que
I’hypométhylation se localisent sur les ilots CpG, la plupart desquels sont normalement
déméthylés dans les cellules somatiques [277, 278]. 1l en résulte d’un changement dans
la structure de la chromatine, caractérisé par une hypoacétylation des histones et une
répression de la transcription des génes. En effet, un groupe de génes distincts dans
plusieurs types de tumeurs ont été qualifiés de phénotype méthylateur a ilots CpG. Ces
génes doivent avoir une augmentation de 3 a 5 fois dans leur fréquence d’événements
d’hyperméthylation aberrante [279]. Les génes impliqués dans la régulation du cycle
cellulaire, I’invasion tumorale, la réparation de I’ADN, le remodelage de la chromatine,
la signalisation cellulaire, la transcription et I’apoptose sont connus pour étre
hyperméthylés au niveau de leur promoteur et la répression de leur expression est
retrouvée dans pratiquement tous les types de tumeurs. Ces génes ont été d’abord
identifiés a I’aide de la méthode « Restriction Landmark Genomic Scanning » pour
analyser le statut de méthylation de 1184 ilots CpG a I’aide de 98 échantillons de
tumeurs et il a démontré que la méthylation de novo des ilots CpG est répandue dans les
cellules tumorales. Dans cette étude, I’étendue de la méthylation varie entre les tumeurs
individuelles et les types de tumeurs, et une moyenne de 608 ilots sont hyperméthylés
[280]. Méme si la cause des défauts de méthylation demeure largement inconnue,

I’hyperméthylation des flots CpG est un événement précoce dans la transformation
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cellulaire.

Des méthodes peuvent détecter ’ADN méthylé, ce qui représente un

biomarqueur potentiel excellant pour une détection précoce du cancer [281].

Tableau III : Maladies humaines associées avec une méthylation aberrante

I Génes ou Implication de la
. Localisation L . .
Type de maladie chromosome Phenotype Régions méthylation de
affectés I’ADN
Désordres d’empreinte
génomique
Perte de Itpl5.5 Surexpression IGF2 Méthylation de novo
Pempreinte (LOI) de facteurs de des régions
croissance contrdles
maternelles; perte de
la méthylation sur
IGF2; perte de
liaison de CTCF
Plusieurs Surexpression Autres Perte méthylation
de facteurs de allele-spécifique ou
croissance, méthylation de novo
diminution de d’alléle non-
I’expression méthylées, dosage
d’inhibiteurs des génes aberrant
de croissance
Syndrome Beckwith- Hypercrois- IGF?2, LOI1 sur
Wiedemann (BWS) sance foetale et CDKNIC KCNQIOT! (perte
post-natale, ,HIS, de méthylation
hypertrophie ASCL2, maternelle); LOI sur
des organes, KCNQI, IGF2/HI9
augmentation KCNQI (méthylation de
Iipl5.5 de risques de orl novo de I’alléle
tumeurs, maternelle);
anomalies Augmentation de
faciales Pexpression d’/IGF2
et diminution de
Pexpression de H/9
et CDKNIC
Syndrome Prader-Witli Retard mental, MKRN3, LOI sur PWS
(PWS) obésité, MAGEL2 (méthylation de
problémes de . NDN, novo sur alléle
15q11.2 comportement SNURF'S | paternelle); délétion
NRPN, de régions controles
Pw d’empreinte; perte
d’expression de
génes paternels
Syndrome Angelman (AS) Retard mental UBE3A, LOI sur régions
sévére, ATPCI0 controles
problémes de C d’empreinte AS
15q12 la parole et de (perte de
comportement, méthylation
anomalies maternelle); perte
faciales d’expression de
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genes exprimés chez
la mére (cerveau)

Ostéodystrophie héréditaire Délai Locus Aucun défaut de
Albright développement | GNAS: méthylation mais
al, retard NESPS5, relié au statut de
mental, obésité XLas, PPempreinte du
20q13 G.a locus. Transmission
paternelle des
mutations dans le
gene codant pour
G,
Pseudohypoparathyroidisme Comme pour Locus Aucun défaut de
de type 1A (PHP-1A) AHO et GNAS : méthylation mais
résistance a NESPS55, relié au statut de
plusieurs XlLas, I’empreinte du
20q13 hormones, G, locus. Transmission
incluant maternelle des
hormon mutations dans le
parathyroide géne codant pour
G.a
Pseudohypoparathyroidisme Résistance a Locus LOl al’exon 1A de
de type 1B (PHP-1B) I’hormone GNAS : la région
parathyroide NESPS5, différentiellement
rénale XLas, méthylée (perte de
20q13 G.a méthylation alléle
maternelle); LOI
NESP35
(méthylation de
novo maternelle)
Diabéte mellitus transitoire Retard de PLAGLI, LOI aux régions
néonatal (TNDM) croissance, PLAGLI- contrdles
taux d’insuline AS, d’empreinte dans
faible durantla | HYMAI HYMAI (perte de
6924 vie feetale et méthylation
I’enfance, maternelle),
diabéte de type augmentation de
2 Pexpression de
PLAGLI
Troubles dans Pinstabilité
des séquences répétées
Syndrome du X fragile Retard mental, FMRI Extension des
(FRAXA) macroorchidis répétitions CGG
me, dans la région
comportement 5’UTR de FMR] via
autistique une transmission
Xq27.3 femelle, méthylation

de novo de la région
répétée du
promoteur de
FMR1; répression
du géne
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Dystrophie myotonique Faiblesse/perte DMPK, Extension des
(bM1) de membres et SIX3, répétitions CTG
muscles autres dans la région UTR
faciaux, de DMPK,
myotonie, transmission
19q13.2- cataractes maternelle.
qi3.3 Méthylation de novo
sur ’flot CpG
adjacent les
répétitions,
dérégulation de
CTCF
Dystrophie musculaire Faiblesse/perte FRG2,FR | Contraction et
facioscapulohumérale des musclesde | G/,SLC2 hypométhylation des
(FSHD) la région SAHANT répétitions D474 ou
4q35 . o ines
facioscapulohu 1) répétitions
mérale homologues sur 10q
ou d’autres génes
Troubles impliquant la
machinerie de la
méthylation et du
remodelage de la
chromatine
Lupus érythémateux Rash, douleurs Plusieurs, | Hypométhylation
systémique (SLE) articulaires, incluant globale dans les
glomérulonéph | CD/lq, cellules T et activité
rite, anticorps CD70 DNMT réduite.
anti-ADN, Déméthylation des
défauts des régions de
Plusieurs cellules T promoteurs de
CDIllaet CD70
avec augmentation
de leur expression.
Déméthylation et ré-
expressionde
HERV.
Syndrome ICF Immunodéficie | DNMT3B | Mutations dans
nce, instabilité DNMT3B inactivant
chromosomiqu partiellement ses
¢, retard fonctions;
développement hypométhylation des
al répétitions satellites
2 et 3 sur les
20q11.2 chromosomes 1, 9 et

16, les génes sur le
chromosome X
inactif et d’autres
séquences répétées
dans le génome,
dérégulation de
genes paternels
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Syndrome ATRX Retard mental, ATRX Mutations dans

anomalies ATRX codant pour

génitales, a- une enzyme du

thalassemie remodelage de la
Xql3 chromatine,

hypométhylation et
hyperméthylation de
certaines répétitions
ADNs

Tableau III: ATPC10C : ATPase, Classe V, type 10A; ATRX : alpha thalassemia/mental retardation
syndrome X-linked; CDKNIC : cyclin-dependent kinase inhibitor 1C; CTCF : CCCTC-binding
factor; FRGI : FSHD region gene 1; FRG2: FSHD region gene 2; FMRI : Fragile X mental
retardation 1; G.a : sous-unité o de la protéine hétérotrimérique liant la protéine G; HYMAI :
hydatidiform mole associated and imprinted; /GF2 : insulin-like growth factor 2; IPW : imprinted
in Prader-Willi syndrome; KCNQI : potassium voltage-gated channel; KCNQIOTI: KCNQI1
overlapping transcript 1; LOI : loss of imprinting; MAGEL2 : MAGE-like 2; MKRN3 : Makorin,
ring finger protein 3; NDN : necdin homologue; NESPS5S5 : neuroendocrine secretory protein 55;
PLAG1 : pleiomorphic adenoma gene-like-1; SLC25A44, solute carrier family 25 member 4; SNRPN :
Small nuclear ribonucleoprotein polypeptide N; SNURF: SNRPN upstream Reading frame;
UBE3A : ubiquitin protein ligase E3A; XLas : G-protein XLas.

3.5 Techniques de détection de la méthylation

Les patrons de méthylation de I’ADN permettent de comprendre pourquoi
certaines régions du génome peuvent étre exprimées dans des contextes
développementaux spécifiques et comment les changements épigénétiques ont déclenché
des patrons d’expressions aberrantes a la base de maladies. L’information sur la
méthylation de I’ADN est perdue par les techniques de biologie moléculaire standards,
notamment le clonage dans les bactéries et le PCR. L’information de méthylation n’est
pas révélée non plus par I’hybridation parce que le groupe méthyle est localisé dans la
rainure de I’ADN plutdt que dans les ponts hydrogéne [282]. Afin de remédier a ces
carences, des pré-traitements de I’ ADN dépendants de la méthylation ont été développés
pour la présence ou I’absence du groupement dans les résidus cytosines. Les techniques
basées sur ces pré-traitements étaient initialement restreintes a de petites régions du
génome, mais depuis, plusieurs techniques ont émergées et peuvent analyser le profil de
méthylation sur une échelle globale du génome.

Méme si I'incursion initiale dans le profil de méthylation de I’ADN a été faite
avec des gels électrophoreése a deux dimensions, I’ére de 1’épigénomique a vraiment pris
son envol avec les adaptations des techniques d’hybridations sur micro-matrices pour

I’expression des génes et des domaines génomiques, les modifications des histones et
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des patrons de méthylation de I’ADN [283-290]. Présentement, la révolution dans les
technologies de séquencage a récemment ouvert des portes sur I’analyse de la
méthylation du génome entier [291-293].

Il existe trois approches principales danalyse de la méthylation : la digestion par
endonucléases, I’enrichissement par affinité et la conversion par le bisulfite. Suite au
traitement de I’ADN génomique par une de ces étapes dépendantes de la méthylation,
des techniques de biologie moléculaire, incluant I’hybridation par sonde et le
séquencage, peuvent étre utilisées pour révéler la localisation de résidus 5™C. La
combinaison de différents pré-traitements suivis de différentes étapes analytiques a
révélé une abondance de techniques pour déterminer les patrons et les profils de
méthylation [281, 292, 294-303].

Digestion par endonucléases

L’origine de cette technique est basée sur le fait que chaque enzyme de
restriction spécifique a une séquence est accompagnée d’une méthyltransférase dans le
site de reconnaissance par ces endonucléases. Certaines enzymes de restriction sont
inhibées par une 5™C dans le contexte d’une séquence CpG. Ainsi, les patrons de
clivage par de telles enzymes peuvent fournir une lecture de la méthylation de I’ADN.
Les enzymes de restriction sensibles a la méthylation les plus utilisées pour étudier la
méthylation de I’ADN sont Hpall et Smal, en partie parce qu’elles ont chacune un
isoschizomere (Mspl pour Hpall) ou un néoschizomére (Xmal pour Smal) qui ne sont
pas inhibés ou sensibles & la méthylation. La digestion par enzymes de restriction
sensible a la méthylation suivie d’une amplification par PCR du site de restriction est
une technique encore utilisée. Toutefois, elle est trés enclin a de résultats faux-positifs
causés par une digestion incompléte pour des raisons autres que la méthylation de

I’ADN [282].

Enrichissement par affinité

L’immunoprécipitation de la chromatine (ChIP) suivie d’une hybridation sur
micro-matrices (ChIP-chip) ou par un séquencage (ChIP-seq) sont des techniques utiles
pour étudier le génome entier et la modification des histones [214, 304-308]. De fagon

similaire, I’enrichissement par affinité des régions méthylées en utilisant un anticorps
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spécifique a 5™°C (dans un contexte d’ADN dénaturé) ou en utilisant des protéines de
liaison aux groupements méthyles avec une affinité pour I’ADN génomique naissant
méthylé, sont des outils fort utiles pour comprendre les mécanismes de la méthylation
dans les génomes complexes. La purification par affinité de I’ADN méthylé a d’abord
été démontrée avec la protéine de liaison aux groupements méthyles MeCP2.
L’enrichissement des régions méthylées par immunoprécipitation de I’ADN génomique
dénaturé avec un anticorps spécifique aux cytosines méthylées [309], suivi d’une
hybridation sur micro-matrices ont été des techniques trés utilisées pour explorer le
méthylome des plantes [310, 311], de la souris [309, 312-314] et ’humain [315-317].
Les méthodes basées sur I’affinité permettent une évaluation efficace du génome mais
sont limitées pour évaluer I’information d’un seul dinucléotide CpG et requiert des
ajustements expérimentaux et bioinformatiques substantiels quant a la densité variable

des CpG dans les différentes régions du génome.

Conversion au bisulfite

La découverte que traiter et dénaturer I’ADN avec du bisulfite de sodium pouvait
chimiquement désaminer les résidus cytosines non méthylés beaucoup plus rapidement
que les 5™°C [318, 319] a entrainé une révolution dans I’analyse de la méthylation de
I’ADN dans les années 90 [320, 321]. Ce traitement chimique de I’ADN a
effectivement converti une différence épigénétique en différence génétique. Les C non-
méthylés sont converties en T (uracile), ce qui permet de dériver de nombreuses
techniques d’analyses et de détection de la méthylation de I’ADN [281, 294, 296-298,
322]. L’analyse par conversion au bisulfite a d’abord été réalisée par séquencage Sanger
de produits PCR clonés provenant de loci individuels [320, 323]. Plusieurs adaptations
et avancées ont été développées incluant le séquengage Sanger direct de produits PCR
[321] et I’application hautement automatisée de cette approche [324]. Un résumé des

différentes techniques se trouve dans le Tableau IV.
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Tableau IV : Principes majeurs d’analyse de la méthylation de I’ADN

Pré-traitement Etape analytique
Analyse
Analyse Analyse Analyse nouvelle
locus-spécifique par gel par array génération du
séquencage
* Hpall * Southern blot * DMH * Methyl-seq
Digestion par *RLGS *MCAM * MCA-seq
endonucléases *MS-AP-PCR * MethylScope *HELP-seq
* AIMS *CHARM *MSCC
* MMASS
* MeDIP-PCR * MeDIP * MeDIP-seq
Enrichissement *mDIP * MIRA-seq
par affinité *mCIP
*MIRA
* MethylLight * Sanger BS *BiMP *RRBS
Conversion *EpiTYPER * MSP ¢ GoldenGate * BC-seq
bisulfite * Pyroséquengage * MS-SNuPE ¢ Infinium *BSPP
*COBRA * WGSBS

Tableau IV : AIMS: amplification of inter-methylated sites; BC-seq: bisulphite conversion
followed by capture and sequencing; BiMP : bisulphite methylation profiling; BS: bisulphite
sequencing; BSPP : bisulphite padlock probes; CHARM : comprehensive high-throughput arrays
for relative methylation; COBRA : combined bisulphite restriction analysis; DMH : differential
methylation hybridization; HELP : Hpall tiny fragment enrichment by ligation-mediated PCR;
MCA : methylated CpG island amplification; MCAM : MCA with microarray hybridization;
MeDIP, mDIP, mCIP : methylated DNA immunoprecipitation; MIRA : methylated CpG Island
recovery assay; MMASS : microarray-based méthylation assessment of single samples; MS-AP-
PCR : methylation-sensitive arbitrarily primed PCR ; MSCC : methylation-sentsitive cut counting;
MSP : methylation-specific PCR; MS-SNuPE : methylation-sensitive single nucleotide primer
extension; RLGS: restriction Landmark genome scanning; RRBS: reduced representation
bisulphite sequencing; -seq : suivi d’un séquencage; WGSBS : whole-genome shotgun bisulphite
sequencing.

3.6 Les roles de la méthylation dans la régulation des MMP

Dans notre laboratoire, une corrélation inverse a été établie entre la méthylation
du promoteur MMP-9 et son niveau d’expression dans les lymphomes murins. En effet,
le statut de méthylation du promoteur MMP-9 a été comparé entre une lignée de
lymphome thymique non agressive parentale 164T2 et sa contrepartie hautement
métastatique S19. Les résultats démontrent qu’une hypométhylation est observée dans
les cellules S19 prés des sites de liaison de facteurs de transcription régulant
positivement MMP-9. Cette hypométhylation s’accompagne d’une augmentation de
I’expression de I’activit¢é MMP-9 [325].
laboratoire notamment sur I’augmentation de ’expression induite par I’hypométhylation

de MMP-3 dans les cellules de cancer du colon HCT116 et de MMP-10 dans les

Outre les résultats obtenus dans notre
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lymphomes B humains [326], peu de recherches ont été entreprises concernant la
régulation des MMP par la méthylation de I’ADN. Shukeir et ses collégues ont testé
I’hypothése que I’invasion des cellules tumorales et la tumorigenése sont dirigées par
I’hypométhylation de geénes impliqués dans la progression tumorale, notamment MMP-
2. 1Is ont traité la lignée cellulaire hautement invasive du cancer de la prostate PC-3
avec le donneur méthyle SAM ou des oligonucléotides anti-sens pour MBD2. Ces deux
traitements ont permis de diminuer I’expression de MMP-2 ainsi que le volume des
tumeurs in vivo. Les analyses par séquengage suite au traitement au bisulfite ont ensuite
révélé que le promoteur MMP-2 devenait méthylé suite aux traitements avec SAM ou
MBD2-antisens. Ces études permettent donc d’appuyer I’hypothése que
I’hypométhylation peut contréler I’activation de certains génes promoteurs de tumeurs
[327].

A Dlinverse, une glycoprotéine régulant négativement les MMP, RECK
(reversion-inducing cystein-rich protein with Kazal motifs), pourrait agir comme gene
suppresseur de tumeurs. Une équipe de recherche a analysé le statut de méthylation du
promoteur de RECK dans des tissus provenant de patients atteints de cancer du poumon.
Par la méthode de PCR spécifique a la méthylation, les résultats démontrent que
I’expression de RECK correle avec une hypométhylation du promoteur. Ils ont
¢galement établi une corrélation entre le niveau d’agressivité du cancer et
I’hyperméthylation du promoteur de RECK [328]. Plusieurs études démontrent
également que la méthylation du promoteur de TIMP-3 est une caractéristique de
nombreux types de cancers [329-336).

Dans I’ostéoarthrite, les chondrocytes expriment des niveaux plus élevés de
MMP-3, -9 et -13. Roach et ses collégues ont analysé le statut de méthylation des
promoteurs de ces MMP dans des échantillons de cartilage de patients atteints
d’ostéoarthrite. Leurs études permettent de démontrer que I’augmentation de I’activité
des MMP peuvent provenir de changements épigénétiques dans le promoteur de ces
enzymes puisque des régions spécifiques étaient déméthylées dans les promoteurs de
MMP-3, -9, -13 et ADAMTS-4 chez les patients atteints d’ostéoarthrite avancée

comparativement aux tissus normaux [337).
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D’autre part, Sato et ses collégues ont démontré, par PCR spécifique a la
méthylation, que les promoteurs de MMP-2, -7 et -9 sont hypométhylés dans des cellules
tumorales hautement invasives alors que dans les cellules de cancer pancréatiques moins
métastatiques, les promoteurs de ces MMP sont complétement ou partiellement
méthylés. Les chercheurs ont également établis une corrélation entre les niveaux
d’expression des génes et le statut de méthylation de leur promoteur [338].

Outre la méthylation de I’ADN, d’autres mécanismes épigénétiques peuvent
réguler 1’expression des MMP. Par exemple, Pender et son équipe de recherche ont
démontré que des inhibiteurs d’histones déacétylases peuvent augmenter I’expression de
MMP-3 induite par IL-1B ou TNF-o [339]. Les mémes inhibiteurs peuvent aussi
diminuer I’expression de MMP-1 et -9 induite par les mémes cytokines. Par ailleurs, des
inhibiteurs HDAC ont été également testés dans les cellules de souris NIH 3T3 ainsi que
dans les fibrosarcomes humains et peuvent diminuer I’expression de MMP-2 [340, 341].
Au niveau des changements dans la structure de la chromatine, Yan et ses collégues ont
démontré que le géne MTA! associé a la métastasie et composante du complexe
répresseur NuRD, se lie a une région spécifique du promoteur MMP-9, recrute HDAC2
et par le fait méme, diminue I’expression de MMP-9 [342]. D’autres études démontrent
une régulation de plusieurs MMP via I’acétylation des histones et le remodelage de la
chromatine [343-347].  Finalement, certains facteurs de transcription régulant
I’expression des MMP, sont aussi sujets & la régulation par les niveaux d’acétylation,

notamment Sp1, Sp3 et la famille ETS [348-351].

3.7 Mode d’action des agents déméthylants, inflammation, sénescence et réparation de
I’ADN

Il y a plus de 40 ans, les analogues de pyrimidine 5-azacytidine (azacytidine,
Vidaza) et 5-aza-2’-deoxycytidine (decitabine, Dacogen) ont été développés comme
agents cytostatiques classiques [352, 353]. Ultérieurement, il a été démontré que ces
composés inhibaient la méthylation de ’ADN dans des lignées cellulaires humaines,
permettant ainsi d’apporter une explication mécanistique de leur activité [354]. Ces
observations ont ensuite initié le développement d’agents thérapeutiques de nature
épigénétiques. Aprés certains réajustements dans le dosage en essais cliniques,

I’azacytidine et la decitabine démontrent maintenant des bénéfices cliniques significatifs
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dans le traitement du syndrome myélodysplasique (MDS), une maladie de nature pré-
leucémique localisée dans la moelle osseuse [355, 356]. Par conséquent, ces agents
pharmacologiques ont maintenant regu I’approbation de la Food and Drug
Administration (FDA) pour le traitement du MDS. Des efforts substantiels sont
également en route pour identifier et développer des nouveaux inhibiteurs de
méthyltransférases de I’ADN [357, 358]. Toutefois, les composés présentement
disponibles ont des effets de réactivation de génes plus faibles que les deux originaux
[359, 360].

De fagon surprenante, malgré I’intérét qu’apportent 1’azacytidine et la
decitabine, on en connait trés peu sur le mode d’action moléculaire de ces agents. Il est
clair que les analogues de nucléosides ont des effets cytotoxiques et qu’ils peuvent
causer une déméthylation de I’ADN, mais leurs réponses cliniques respectives n’ont pas
encore €té €tablies .[361] L’idée sous-jacente aux thérapies par déméthylation serait
reliée a la capacité¢ des inhibiteurs de méthyltransférases de I’ADN a contrer la
répression génique des génes hyperméthylés [362]. Ces génes hyperméthylés cibles,
codent surtout pour des suppresseurs de tumeurs ou d’autres genes reliés au
développement du cancer et qui jouent des roles importants dans la tumorigenése [363].
La réversion de ces mutations épigénétiques peut aussi restaurer le contrdle de la
prolifération et la sensibilité & I’apoptose et I’identification de ces événements chez les
patients en thérapie par déméthylation est particuliérement difficile. La plupart des
études dans ce contexte sont concentrées sur le géne suppresseur de tumeur pl3, connu
pour étre hyperméthylé dans les MDS et les leucémies myéloides aigués. Ce géne peut
étre réactivé dans les thérapies par la décitabine [203]. Des observations similaires ont
ét¢ rapportées dans d’autres études cliniques avec ’azacytidine mais le lien entre la
déméthylation/réactivation de p15 et les réponses cliniques n’a pu étre confirmé [222].
Donc, I’identification de génes hyperméthylés qui deviennent déméthylés et réactivés
par le traitement ainsi que I’établissement d’association statistiquement significatives
entre les événements de réactivation épigénétique et les réponses des patients devraient
étre des criteéres importants d’évaluations futures.

Les analogues de pyrimidines sont considérés comme des produits

instables en laboratoire et en clinique. En solution alcaline, les azanucléosides créent
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une ouverture rapide de I’anneau 5-azacytosine suivie d’une décomposition irréversible
[364, 365]. De plus, plusieurs données ont été rapportées sur les effets suite a la
métabolisation de I’azacytidine et la 5-aza-dC (5-aza-2’-deoxycytidine). Les deux
produits démontrent une distribution étendue dans les fluides corporels dans les modeles
animaux [366]. Quoiqu’il en soit, les composés sont rapidement éliminés de la
circulation systémique et cette élimination dépasse le taux de filtration glomérulaire et le
flux sanguin rénal total, suggérant un rdle dans d’une élimination provenant d’une autre
source que le rein. Dans ce contexte, il a été proposé que la désamination par la cytidine
déaminase dans le foie humain et la rate pourrait étre une voie empruntée pour €liminer
les agents pharmacologiques [367].

Une fois que les analogues de nucléosides sont métabolisés en 5-aza-2’-
deoxycytidine-triphosphate, ils deviennent des substrats pour la machinerie de la
réplication de I’ADN et seront incorporés dans I’ADN ou I’azacytosine sera un substitut
de la cytosine. Le dinucléotide azacytosine-guanine est reconnu par les
méthyltransférases de I’ADN et I’enzyme peut initier la réaction de méthylation par
attaque nucléophile. L’établissement d’un lien covalent entre le carbone 6 dans I’anneau
cytosine et I’enzyme sera ainsi créé [368, 369]. De cette fagon, I’enzyme reste liée a
I’ADN et ses fonctions de méthylation sont bloquées. Une étude démontre également
que I’agent déméthylant induit une dégradation protéosomale spécifique de 1’enzyme
[370]. Ces études suggérent la possibilité que des voies additionnelles, autres que
I’inhibition de I’enzyme proprement dite, peut également contribuer a la déméthylation
induite par I’azanucléoside. 11 est également intéressant de noter qu’une récente étude a
permis d’éclaircir certaines informations a I’effet que la réponse au dommage a I’ADN
est induite par la décitabine [371]. Il a été démontré que la décitabine cause la formation
de cassures double-brin dans les lignées de cancers humains et que DNMTI pourrait
jouer un role dans la modulation de la réponse cellulaire au dommage a I’ADN.
L’induction de dommage par la décitabine, combiné avec un réle d¢ DNMT]1 dans la
réparation de I’ADN [372] indiquent que les patrons de déméthylation induits par ce
médicament pourraient étre influencés par des mécanismes de réparation de I’ADN.

Les cytokines inflammatoires sont également connues pour induire la

réponse aux dommages a I’ADN, en particulier durant le processus de sénescence
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cellulaire .[373] L’inflammation chronique est d’ailleurs associée au vieillissement et
joue une role important dans plusieurs maladies comme le cancer, I’athérosclérose et
I’osthéoarthrite [374]. Nous savons que les signes externes de I’inflammation sont
causés par la dilatation des vaisseaux sanguins et ’action des phagocytes au site d’une
blessure. Les phagocytes en retour, produisent des facteurs pro-inflammatoires comme
des cytokines et des chémokines dans le but d’attirer les leucocytes qui pourront se
débarrasser des organismes ou particules étrangers. Normalement, cette réponse
inflammatoire cesse aprés quelques jours ou quelques heures. Une fois que les corps
étrangers sont éliminés, la réparation des tissus peut commencer. Ce type
d’inflammation est appelée inflammation aigué [373]. L’inflammation chronique, quant
a elle, est définie par la présence continue et élevée de facteurs pro-inflammatoires. Les
tissus enflammés sont caractérisés par la présence de lymphocytes infiltrants et de
macrophages, d’angiogenése, de fibrose et souvent, de tissus nécrotiques [375, 376]. Ce
type d’inflammation est associée au vieillissement et a divers processus pathologiques
mais elle contribue aussi a garder une présence continue de facteurs pro-inflammatoires
et éventuellement causer I’immunosénescence [377]. En plus de causer
I’immunosénescence, certains facteurs pro-inflammatoires peuvent dégrader les tissus du
micro-environnement. Par exemple, MMP-3 produite par les cellules sénescentes, détruit
la morphogenése des cellules épithéliales mammaires [378]. L’inflammation chronique
peut également perturber la fonction des cellules souches directement par les médiateurs
inflammatoires induisant la différentiation [379-383], mais aussi indirectement parce
que les protéases et I’activité destructrice des cellules immunitaires peuvent détruire les
niches des cellules souches [379]. Ces effets peuvent étre spécifiques aux tissus ou aux
cellules. Par exemple, la présence de cellules souches dans le cancer du sein serait
maintenue par une réponse rétro-active dont I’[L-6 est une composante critique [384].
Méme si le systtme immunitaire joue un réle majeur dans la modulation des
niveaux des facteurs pro- et anti-inflammatoires, il n’est pas le seul modulateur de ces
facteurs. De récentes évidences dans les cellules épithéliales et les fibroblastes
démontrent que la sénescence cellulaire est accompagnée par une multitude d’autres
facteurs qui participent dans la signalisation intercellulaire [385-387]. Parmi ces

facteurs, on trouve MMP-3, -10 et -1, [L-1a et B, IL-6, IL-8, ICAM-1 et TIMP-2 [385,
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388, 389]. Ces facteurs « participants » sont maintenant nommeés protéines du
phénotype sécrétoire associ¢ a la sénescence (SASP) [385]. La sénescence est un stade
irréversible d’arrét prolifératif causé par des stress qui peuvent étre potentiellement
oncogéniques. Un peu comme I’apoptose, la sénescence peut étre induite par une grande
variété de stimuli incluant un dommage a I’ADN, I’expression de certains oncogenes, le
stress oxydatif et les signaux mitogénes [377, 390-393]. Toutefois, contrairement a
I’apoptose, les cellules sénescentes restent métaboliquement actives et vont entreprendre
des changements dans I’expression des génes incluant les génes SASP [394].

Les protéines SASP peuvent avoir des effets bénéfiques mais aussi dévastateurs
si elles ne sont pas controlées. Les cellules sénescentes peuvent perturber la structure
des tissus normaux et la fonction des glandes mammaires dans les cellules en culture
[378], accélérer I’invasion des cellules transformées (essai chambre Boyden) via la
transition endothélial-mésenchymal [385], stimuler I’invasion des cellules endothéliales
(essai chambre Boyden) et I’angiogenése dans un modeéle de xénogreffe [395] et
promouvoir la prolifération des cellules épithéliales malignes dans les cellules en culture
et in vivo [396, 397]. De plus, les cellules endothéliales sénescentes et les fibroblastes
sont souvent trouvées adjacentes aux tumeurs malignes chez ’humain [398, 399], et les
cellules tumorales peuvent elles-mémes entrer en sénescence in vivo chez les patients
traités par des agents chimiothérapeutiques endommageant I’ADN ou chez les souris
forcées d’exprimer le suppresseur de tumeur p53 [385, 400].

Il semble que la réponse des SASP soit induite par un stress génotoxique plutot
qu’un arrét de la prolifération (i.e : les inducteurs génotoxiques comme les radiations
ionisantes, I’hyperprolifération causée par un oncogene ou des télomeres
dysfonctionnels) [385, 401]. La réponse aux dommages a I’ADN (DDR) et d’autres
protéines de DDR sont requises pour |’expression des facteurs SASP, incluant les
cytokines inflammatoires [401]. La DDR est une cascade d’amplification de signaux qui
détecte le dommage, induit I"arrét du cycle cellulaire et initie la machinerie de réparation
de ’ADN. Si ce dommage est trop grave, les cellules engageront I’apoptose ou la
sénescence, dépendamment du type cellulaire et/ou de la gravité du dommage. Dans le
cas d’une sénescence, il y a arrét de la croissance cellulaire et maintient de signalisation

DDR chronique [402]. La réponse DDR n’est pas le seul régulateur de la voie SASP
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puisque cette réponse est activée immédiatement aprés un dommage. Or, la voie SASP
se développe lentement, généralement aprés plusieurs jours suivant le stress génotoxique
[385, 401]. La voie p38MAPK a été suggérée comme étant un régulateur accessoire de
SASP. Par exemple, il a été démontré que I’inhibition de p38MAPK réduit I’expression
de I'IL-8 dans les cellules en sénescence [403] et qu’une activation constitutive de
p38MAPK est suffisante pour induire 1'arrét de croissance par sénescence via
I’activation de p53 et p16 [404-406).

Méme si les SASP sont régulées partiellement par I’activation des facteurs de
transcription, le profil d’expression global des génes acquis 4 la sénescence entraine
probablement des changements dans la conformation de la chromatine, qui est
caractéristique des cellules en sénescence [407-410]. Consistant avec ce concept,
plusieurs génes codant pour les protéines SASP sont physiquement regroupés dans les
loci des génomes humain et de souris. Parmi ces groupes de genes, on compte les génes
MMP (MMP-1, -3, -10 et -12 notamment) ou les membres de la famille de cytokines
CXCL et CCL. Ces loci ont la taille d’environ un tour de chromatine, ce qui constitue
une unité d’organisation importante de la chromatine et de controle transcriptionnel

[411].
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OBJECTIFS GENERAUX DE LA THESE

L’objectif général de mon projet de doctorat consistait a étudier la régulation

épigénétique du promoteur humain MMP-3.

Une premiére évaluation a été réalisée grice a des constructions plasmidiques de
promoteurs MMP-3 (une construction de la région proximale compléte et
d’autres constructions mutées sur des sites de liaison pour des facteurs de
transcription). Avec ces constructions, il a été possible d’abord de confirmer
I’importance de certains facteurs de transcription dans la régulation de
I’expression de MMP-3. Ces confirmations ont, par le fait méme, permis de
valider I’efficacité des promoteurs. Finalement, ces constructions ont permis
d’évaluer d’autres facteurs de transcription moins bien connus dans la régulation
de la transcription de MMP-3.

A Taide d’inhibiteur de la méthylation, principalement la 5-aza-2’-
déoxycytidine, un 2™ objectif fut d’évaluer la méthylation dans la régulation de
I’expression transcriptionnelle de MMP-3. La lignée de carcinomes du colon
humain HCT116 a servi de modéle d’étude principal pour I’étude de la
méthylation sur MMP-3 et la lignée HCT116, ot deux DNMT ont été délétées
(DKO), a servi de contrdle d’hypométhylation.

Des inducteurs majeurs de MMP, les cytokines inflammatoires ont, également
été étudiées dans la régulation de la transcription de MMP-3.

Finalement, nous avons évalué I’'impact d’une hypométhylation avec les facteurs
de transcription et les cytokines inflammatoires sur I’expression

transcriptionnelle de MMP-3.
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CHAPITRE 11
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RESUME DU CHAPITRE II

L’hypométhylation globale du génome est un mécanisme critique sous-jacent a la
transformation néoplasique. Des génes réprimés dans les tissus normaux ou dans des
types cellulaires spécifiques peuvent s’exprimer de fagon aberrante dans différents
cancers. Pour déterminer si la méthylation de I’ADN peut moduler I’expression des
métalloprotéases de la matrice (MMP), nous avons utilisé une lignée cellulaire
génétiquement modifiée dans laquelle les génes codant pour deux méthyltransférases
clés de P’ADN, Dnmtl et Dnmi3b, ont été enlevés par recombinaison homologue. Nos
résultats démontrent que dans les cellules déficientes pour les deux méthyltransférases,
I’expression de novo de mmp-3 est induite, mais pas celle de mmp-I et mmp-2. Un
traitement avec les inhibiteurs de méthylation 5’-aza-2 deoxycytidine et zébularine sur
les cellules de type sauvage induit également I’expression du géne mmp-3. Inversement,
la méthylation in vitro du promoteur mmp-3 a permis d’inhiber son activité
transcriptionnelle. Finalement, nous avons pu démontrer que I’induction de I’expression
des génes mmp-3 et mmp-10 par I’hypométhylation est spécifique au type cellulaire,
suggérant que les changements épigénétiques peuvent prédisposer les cellules a
exprimer les génes de stromélysines.

Dans ce chapitre traitant de la régulation de ’expression de MMP-3 par la
méthylation, j’ai effectué toutes les expériences a I’exception de I’analyse du méthylome
du modéle cellulaire HCT116/DKO ainsi que I’analyse d’incorporation de cytosines
méthylées dans ce méme modéle cellulaire. Ces deux séries d’expériences ont ete
réalisées par Geneviéve Lavoie, étudiante au doctorat dans le laboratoire du Dr. Yves St-
Pierre. J’ai effectué la rédaction du manuscrit sous la supervision du Dr. Yves St-Pierre.
Note : Dans la figure 1B la légende a la page 62 est inversée. Le losange vide représente

les cellules DKO et le carré plein représente les comptes pour les cellules HCT116.
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Abstract

Genome-wide DNA hypomethylation is a critical mechanism underlying ncoplastic transformation. Thus, genes that are suppressed
in normal tissucs or in specific cell types may become aberrantly expressed in neoplasia. To determine whether DNA methylation can
modulate matrix metalloproteinase (mmp) gene expression. we have used a genetically engineered cell line in which both key DNA meth-
yltranslerase genes, D=1 and Dumi-3b, were removed by homologous recombination. We lound that cells bearing a dual knock-out ol
both Dimi-1 and Dume-3b genes induced de novo expression of mnip-3 gene, but not that ol mnp-1 and mmp-2. Furthermore, treatment
of the wild-type cells with DNA methylase inhibitors 5-aza-dC and zebularine also induced mmp-3 gene expression, On the other hand.
in vitro methylation ol the mmp-3 promoter suppressed its transcriptional activity. Finally, we found that induction of mmp-3 and ninp-
10 gene expression by hypomethylation was cell-specific, suggesting that cpigenctic changes may predispose cells to express siromelysin

genes.
© 2006 Elsevier Inc. All rights reserved.

Kevwords: Matrix: metalloproteinase; DNA methylation: Colon carcinoma: Lymphoma: Transcription: 5-Aza-2'-deoxyeytidine; Zebularine; Gene

transcription; Cancer biology

Matrix metalloproteinases (MMPs) play a significant
role in the disruplion of cell and tissuec homeostasis induced
by faulty signals from the microenvironment during tumor-
igenesis. MMPs constitute a family of structurally related
protcases that contain a zine ion at the active site of catal-
ysis [1]. Collectively, they can process or degrade all com-
ponents of the extracellular matrix (ECM). MMPs also
have the capacity to cleave a number of adhesion receptors
and inflammation mediators, thereby conferring a new
dimension to their participation in neoplastic progression
[2]. One class of MMPs, stromelysins, arc distinct by virtue
of their close sequence similarity to one another, Indeed,
MMP-3 (stromelysin-1) and MMP-10 (stromelysin-2) arc

Abbreviutions: MMP, matrix metalloproteinase: DKO. dual knock-
out; ECM. extracellular matrix; DNMT. DNA methy! transterase: TNF-
% tumor necrosis-alpha.
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closcly homologous in their amino acid sequence, struc-
ture, and substrate specificity. Both of these enzymes cleave
a number of substrates in the ECM, such as the proteogly-
cans, laminin, fibronectin, and collagen type 1V. The most
significant difference between MMP-3 and MMP-10 resides
in their differential patterns of expression by normal and
transformed cells [3-5]. Whereas MMP-3 is considered a
stromal cnzyme, MMP-10 is often expressed by tumor
cells. For instance, we have recently found in T cell lym-
phoma that MMP-10, but not MMP-3, was upregulated
upon cxposure to IL-10 [6].

Normally. MMPs are considered to be inducible genes,
whose cxpression is transient upon exposure to external
stimuli. In cancer, however, tumoral and peritumoral cells
constitutively cxpress high levels of MMPs. indicating that
additional mechanism(s) are involved in the regulation of
MMP gene expression. Epigenetic mechanisms are mostly
involved in the propagation of tissuc-specific methylation
patterns cstablished during mammalian development.
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This occurs by controlling gene transcription via a process
known as gene silencing. Methylation is usually associated
with gene silencing. However, in many types of human can-
cer, reduction in the level of cytosine DNA methylation is
believed to contribute to neoplastic progression [7-9]. In
fact, hypomethylation was the first epigenetic abnormality
to be identified in cancer cells. DNA hypomethylation has
been observed at different stages of numerous types of can-
cer, including colon carcinomas and leukemia [7,10-12]. In
colorectal carcinogenesis, inadequate maintenance of CpG
dinucleotide methylation patterns seems to result from a
progressive dysregulation of DNA methyl transferase
(DNMT)-1 expression [13]. The mechanism by which
DNA hypomethylation contributes to cancer progression
nonetheless remains unclear.

Recently, Vogelstein’s group has developed a cell system
with genetically engineered Dmne-1 and Dnmt-3b double-
deficient HCT'116 [14]. DNMT-1 and DNMT-3b coopera-
tively maintain virtually all methylation in HCT116 cells.
Consequently, the DNA methyltransferase activity in the
DKO cells is almost completely eliminated, resulting in sig-
nificant constitutive genomic instability manifested by
chromosomal translocations [15.. In the present work, we
have used this model system to study the effect of epigenetic
mechanisms on MMP expression.

Experimental procedures

Cell lines und reagents. The HEK 293A and the human A172 cell lines
were obtained from the American Type Culture Collection (ATCC,
Manassas, VA) and maintained in Dulbecco’s modilied Eagle complete
medium (DMEM) [supplemented with 10% (v/v) FCS, 2mmol/L
L-glutamine, 10 mmol/L Hepes buffer, 0.1 U/mL penicillin, and 50 pg/mL
streptomycin]. HCT116 parental and knock-out colon cancer cell lines
(dual-knock out cells, DKO) were a generous gifl from Dr, Bert Vogel-
stein (Stdney Kimmel Cancer Center, Johns Ifopkins University Medical
Institutions, Baltimore, Maryland). DKO passage number indicates the
number of cellular passages (ollowing genetic knockout. Cells were grown
in McCoy's SA complete medium. The human Burkitt lymphoma Raji and
Ramos cell lines were obtained from the ATCC and maintained in RPMI
164D complete medium supplemented with 55 ymol/L. of fi-mercap-
toethanol. All cell culture products were from Life Technologies (Bur-
lington, Ontario, Canada) Zebularine was purchased from EMD
Biosciences (Darmstadt, Germany). All other reagents were purchased
from Sigma chemicals (St. Louis, MO), unless otherwise indicated.

Methyl acceptance assay. Genomic DNA was isolated from HCT116
and DKO cells using a genomic DNA purification kit (Invitrogen) and the
indicaled amount of DNA was incubated with | pCi of [methy)-*H]S-
adenosyl-L-methionine (AdoMet; specific activity: 15 Ci/mmol; Amersham

Table 1
Gene-specific primers used or semi-quantitative RT-PCR

Bivsciences) and 5 U of SssI methylase (New England Biolabs, Mississauga,
Ontariv) in SssI assay buffer at 37 °C for 1 h. Samples were subsequently
applied on DE-81 filters, washed, dried, and processed for scintillation
counting.

Methylation analysis of genomic DNA. Genomic DNA was digested
with the restriction enzymes Hpall or Mspl (New England Biolabs) and
separated by electrophoresis in 1% agarose gel. The nonspecific degrada-
tion of the DNA was controlled by incubating each sample without
restriction enzyme.

RN A isolation and semi-quantitative RT-PCR Total RNA was isolated
from lymphoma cells and colorectal cancer cells using Trizol reagent
according to the manufacturer’s instructions (Invitrogen Canada,
Burlington, Ontario, Canada). Two micrograms of total RNA was
reverse-transcribed using the Omniscript™ reverse transcriptase (Qiagen,
Mississauga, Ontario, Canada) and PCR-amplified using the following
conditions: 94 °C for 0.5 min, 38 °C for 1 min, and 72 °C for 1 min. This
was followed by a final extension step at 72°C for 10 min. Thirty-five
cycles of amplification were done in a thermal cycler (model PTC-100, MJ
Research, Watertown, MA). PCR assays using equal amounts of RNAs
that were reverse-transcribed and amplified by PCR for 25 40 cycles with
gene-specific primers (Table 1) confirmed that the amplification was in the
linear range for each gene. As an internal control, amplification of glye-
eraldehyde-3-phosphate dehydrogenase (GAPDH) mRNA was carried
out by RT-PCR using specific primers. Amplified products were analyzed
by electrophoresis on 1% agarose gels using ethidium bromide staining
and UV illumination

In vitra DNA methylation The reporter vector pGL3-MMP-3wi
encoding the wild-type mmp-3 promoter (—866/-+11) was methylated at
37 °C overnight with 3 U/pg of the recombinant SssI CpG methylase
(New England Biolabs, Mississauga, ON) which methylates the CpG
dinucleotides in both strands m the presence of 160 pM S-adenosylme-
thionine. One aliquot (control) was incubated in the same conditions
without the SssI CpG methylase. Complete methylation of the fragments
was confirmed by the resulting resistance to cleavage by the methylation-
sensitive restriction enzyme Hpall (New England Biolabs) (2 pl of meth-
ylated and non-methylated vectors was digested with Hpall). The reporter
was then digested with Sacl and HindIII (New England Biolabs), and the
promoter region was gel-purified. Methylated or unmethylated control
promoter Iragments were religated at an ecquimolar concentration in the
original pGL3 basic vector digested Sacl and HindIIL

Transient transfection and luciferase assay. 293A and HCTI16 cells
were seeded the day before transfection into a six-well plate at a concen-
tration of 8 10° or 4 » 10% cells per well, respectively. Cells were then
washed twice with PBS and transfected with 0.5 1.0 yg DNA using
Lipofect AMINE 2000 according to manufacturer’s protocol (Life Tech-
nologies). The culture medium was changed to complete DMEM or
McCoy’s medium 6 h after transfection for 48 h. In the case of Raji cells,
transient transfection was carried out by electroporation (Gene Pulser,
Bio-Rad Laboratories) using the following conditions: 20 pg of DNA per
107 cells in electroporation medium, pH 7.6 (120mM KCI, 10 mM
K,HPO,;, 25mM Hepes, 2mM MgCly); 960 pF; 400 V. Transfection
effciency was monitored by co-transfection with 0.5 ug of the pCMV/p-
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,

Human gene Sense primer

Antisense primer

MMP-1 5'-aga tgt gga gty cct gat gt-3’
MMP-2 5'-cac tga ggg ccg cac gga t-3'
MMP-3 5'.aga ggt gac tcc act cac at-3’
MMP-9 5'-caa cat cac cta g gat cc-3'
MMP-10 5'-acc tgg get tta tgg aga tat tc-3’
TIMP-3 5'-clt cig caa cic cga cat cgt g-3’
GAPDH 5'-cgg agl caa cgg att tgg teg tat-3’

5’-agc tag ggt aca tca-3’

5'.ctt gat gtc atc ctg gga ca-3’
5’-ggt ctg tga gtg agl gat ag-3’
5'-cgg gtg tag agt cte tog ct-3'
5’-alc (g cga aag geg gaa ot-3’
5'-tge cgg atg cag geg tag gt 11-3’
5'-cag aag tgg tgg tac clc tic cga-3’
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Berthold]. The f-galactosidase activity was detected by a colorimetric
enzyme assay using o-nitrophenyl-B-p-galiactopyranoside as a substrate.
The ratio of luciferase activity to fi-gal activity in cach sumple served as a
measure of normalized luciferase activity.

Results

Genetic ablation of Dunit-1 and Dumit-3b in HCTI116 cells
induced the expression of mmp-3

The generation of somatic cell knock-outs for Dnmut-1
and Dnmt-3b through homologous recombination is a
powerful tool for unmasking the importance of DNA
mecthylation in cancer [16]. Before using this model system
to unmask the role of hypomethylation on the expression
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Fig. 1. The HCT116/DKO colon carcinoma model system. (A) Methyl-
ation analysis of chromosomal DNA from IICT116 and DKO cells.
Genomic DNA was incubated without enzymes (ND) or digested with
Mspl (M) or Hpall (11), fractionated with electrophoresis on 1" agarose
gel, and visualized by cthidium bromide staining. Molecular weight (MW)
was | kb DNA ladder. (B) Incorporation of methyl cytosines in genomic
DNA isolated from 11CT116 and DKO cells showing the hypomethylation
state ol the DKO cells. (C) Elfect of hypomethylation on the mRNA
expression of Timp-3. Expression of Timp-3 was determined by RT-PCR
analysis of RNA. GAPDIT was used as loading and specificity control
Data are represenitative ol at least two independent experiments.

of mmp genes, we first validated the model in our culture
condition and determined the hypomethylation status of
the DKO cells compared to that of the HCTI16 parental
cells (Figs. 1A and B). Morcover, we also established the
effect of the genome-wide DNA hypomethylation induced
by genetic ablation of Dumit-1 and Dnmit-3b genes on the
expression of Timp-3, a gene known to be under the control
of DNA methylation [14] (Fig. 1C).

Using this model system, we then found that DKO cells
constitutively expressed the nmp-3 gene while the wild-type
HCT116 parental cells did not express it (Fig. 2A). The
expression of MMP-3 was observed in DKO cells harvest-
cd at different passage numbers (passages 8 and 28) after
genetic ablation. No such increase was observed in the case
of mmp-1 and mmp-2 genes (Fig. 2B). Genetic ablation of
Dimmie-1 and Dnme-3b in HCT116 cells also induced de
novo expression of mmp-9, a result which is consistent with
previous studies by Sato ct al. [17] and our group [18]
showing that treatment of transformed pancreatic cell lines
and lymphoma cells with DNA methyltransferase inhibi-
tors induced the expression of MMP-9. These results show
that DNA methylation is an important driving force for the
control of mump gene expression.

A DKO
HCT m—m
M 116 p8 p28 +

4= hMMF-3 (310 bp)

<= GAPFDH (307 bp)

B HCT DKO
M 116 p8 +

<— hMMP-1 (447 bp)

<— hMMP-2 (400 bp)

<+— hMMP9 (479 bp)
<«— hMMP-11(449 bp)

<+— GAFDH (307 bp)

Fig. 2. Constitutive expression of mmp-3 in DKO cells. (A) MMP-3
mRNA expression in HCT116 and DKO cells. Expression of MMP-3 was
determined by RT-PCR analysis of RNA. The number of cellular passages
of DKO cells following genetic knock-out is indicated. (B) Expression
levels of other members of the MMP family of HCT116 and DKO cells as
detected by RT-PCR. For positive controls (+), RNA was cither isolated
from HTI080 cells. in the case of MMP-1. MMP-3, and MMP-9, A172
human glioma cells in the case of MMP-2, or from Raji B lymphoma cells
in the case of MMP-11. MMP-10 was also expressed constitutively in
HCT116 and DKO cells (dala not shown). GAPDH was used as loading
and specificity control. Data are representative of at least three indepen-
dent experiments. M, moleculiar weight standards (100-bp ladder).
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Expression of MMP-3 induced by DNA methvitransferase
inhibitors in colon carcinoma cells

To further establish the importance of DNA methyla-
tion in the expression of MMP-3, we used demethylating
agents that are reported to reverse the DNA methylation
in the genome. HCTI16 cells were thus treated with
increasing  concentrations  of  5-aza-2’-dcoxycytidine
(5-aza-dC) and of Zcbularine; the total RNA was then sub-
jected to RT-PCR analysis. Our results showed that both 5-
aza-dC and Zebularine induced de novo expression of
MMP-3 in HCT116 cells (Fig. 3). No change in the level
of MMP-10, another member of the stromelysin subfamily
of MMPs, was seen in these cells after treatment with these
inhibitors (data not shown).

In vitro methylation of the MM P-3 promoter silences its
transcription

To confirm that DNA methylation plays a role in silenc-
ing the transcriptional activity of the mmp-3 promoter in
HCTI116. in vitro mcthylation analysis was performed to
sec whether constitutive active mmp-3 promoter activity
could be inhibited by the methylation of mmp-3 CpGs. A
fragment of the 5 flanking region of the mmp-3 promoter
encompassing the cssential consensus scquence for the
transcriptional activity of the mmp-3 promoter was meth-
ylated with Sssl (CpG) methylase and transiently transfec-
ted in 293A cells. Our results showed that CpG

A S.aza-dC (uM)

M 0 1 5 10 +

PRREEEN_| «— hMMP3 (310bp)

o= hIMMP-10 (200 bp)

B Zcbularine pM

<—GAFDH (307 bp)

M 0 10 50 100 250 +

EXt - oamncon

Fig. 3. MMP-3 gene expression in HICT116 following treatment with
DNA methylase inhibitors, MMP-3 and/or MMP-10 mRNA expression
before and alter treatment with (A) 5-aza-dC or (B) Zebularine. Levels of
MMP-3 and MMP-10 transcripts in HCT116 cells were measured 72 h
after adding the inhibitor. For positive controls (+). RNA was either
isolated from HT1080 cells n the case of MMP-3 or from A172 cells in the
case of MMP-10. GAPDII was used as loading and specificity control
Data are representative of at least two independent experiments. M,
molccular weight standards (100-bp ladder).

100
80
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N ]
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MMP-3 promoter
activity (%)

(=]
«

Fig. 4. Eflects on MMP-3 promoter activity by Sssl methylase. Alter Sysl
trcatment. the relative luciferase acuivity generated by the MMP-3
promoter (conlaining the —478/+4 promoter region) was markedly
inhibited in 293 cells as compared to the unmethylated promoter.
Translection cfficiency was monitored by co-transfection with pSV/B-gal
plasmid encoding for B-galactosidase. Results are representative ol three
independent experiments.

methylation of the mmp-3 promoter suppressed its tran-
scriptional activity to approximately 20% (Fig. 4), suggest-
ing that the transcriptional silencing of MMP-3 is caused
by methylation of CpG in its promoter.

Expression of mmp-3 and mmp-10 in tumor cells following
S-azu-dC treatment is cell-specific

After having determined the role of DNA methylation
in the triggering of MMP-3 HCT 116 colon carcinoma cells.
we next examined whether DNA methylation could also
induce stromelysin gene expression in other tumor cell
types, most notably in B ccll lymphoma, since gene expres-
sion of stromclysins has previously been reported to be
expressed in high grade non-Hodgkin's lymphoma [14].
Our results showed that treatment of human non-Hodgkin
Raji B lymphoma cells with 5-aza-dC was not sufficient to
induce MMP-3 expression. In contrast, however, MMP-10
cxpression was induced in a dose-dependant manner with
the same treatment (Fig. 5A). Similar results were obtained
with diflerent concentrations of the Zebularine pharmaco-
logical agent (data not shown). We also found that treat-
ment of the human Ramos B lymphoma cells with the
same concentrations of 5-aza-dC (0, 1, 5 and 10 uM) did
not induce a detectable expression of MMP-3 in these cells
(Fig. 5B). As for MMP-10, its expression was induced in a
dose-dependent  manner  following treatment  with
5-aza-dC, in a pattern similar to that observed in Raji cells.
Taken together, these findings show that the effects of
demethylation on the transcriptional activity on the
mmp-3 and mmp-10 promoters are cell-specific.

Discussion

In the present work, we have shown that: (1) genctic
ablation of Dnmi-1 and Dnmi-3b genes induced the expres-
sion of MMP-3 human carcinoma cells; (2) treatment with
DNA methyltransferase inhibitors 5-aza-dC and Zebular-
inc induced mmp-3 and mmp-10 gene expression; this
increase in expression was, however, cell-specific; and (3)
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A 5-aza-dC (M)
.

M 0 1 5 10 +

B S-aza-dC (pM)
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Fig. 5. MMP-3 and MMP-10 expression following treatment with
5-aza-dC in human B lymphomas. MMP-3 and MMP-10 mRNA
expression before and after treatment with 5-aza-dC in Raji (A) and
Ramos (B) B lymphoma cells. Levels of MMP-3 transcripts in cells were
measured 72 h after adding the inhibitor. For positive controls (+), RNA
was either isolated from HT1080 cells in the case of MMP-3 or from A172
cells in the case of MMP-10. GAPDH was used as loading and specificity
control. Data are representative of at least two independent experiments
M, molecular weight standards (100-bp ladder).

<“— GAPDH (307hp)

<+- GAFDH (307hp)

in vitro methylation of the mmp-3 promoter suppresses its
transcriptional activity. On the basis of these findings, we
conclude that hypomethylation induces de novo expression
of mmp-3 and mmp-10 genes, suggesting that epigenetic
changes may predispose tumor cells to express stromelysin
genes.

Homologous recombination can be used to disrupt the
expression of specific genes in somatic cell lines, generating
experimental systems that lend themselves to evaluations
of the biochemical events underlying processes such as
DNA methylation. This approach has been used by Bert
Vogelstein and co-workers [14] in the colorectal cancer cell
line HCT116 to disrupt DNMTI and DNMT3b (thereby
generating the dual knock-out, DKO cells). These cells
represent therefore a unique tool for analyzing the precise
biochemical properties of methyltransferase enzymes and
the relationship between DNA methylation and specific
signaling pathways. With the usc of demethylating drugs,
this model system also allowed us to show that epigenetic
changes may at least in part explain the distinct pattern of
expression of both stromelysin-1 (mmp-3) and stromelysin-
2 (mmp-10) genes. Although MMP-3 shares fairly broad
structural features with MMP-10, both enzymes differ
considerably in terms of expression pattern. For instance,
both promoters contain at almost identical positions
consensus sequence sites for activating protein AP-1 and
ETS.

The data presented here have a significant impact on the
temporospatial and tissue-specific expression patterns of
MMPs in vivo. It is now well recognized that transcription
of mmp genes is independently regulated, each cell display-
ing a proteolytic phenotype in response to a particular stim-
ulus [2]. Our findings indicate that epigenetic changes can
significantly alter this phenotype. Indeed, while both
mmp-3 and mmp-10 genes were susceptible to hypomethyla-
tion, their patterns of expression following epigenetic chang-
es were quite distinct, resulting in a very different cell-specific
expression pattern. For instance. while the expression of
MMP-10 was constitutive in HCT116, that of MMP-3 was
repressed by DNA methylation. In contrast, in B cell lym-
phoma, the expression of MMP-10, but not that of
MMP-3, was induced by hypomethylation. This is consis-
tent with our previous results showing that in B cell lympho-
ma, we could induce MMP-10, but not MMP-3, upon
exposure to inflammatory cytokines [6]. We have also found
that in other tumor cell types, such as the MDA-MB-231,
both MMP-3 and MMP-10 are induced upon treatment
with demethylating agents (unpublished observations).
Thus, although these enzymes differ in their differential pat-
terns of expression, they share a common trait; their expres-
sion is susceptible to DNA hypomethylation.

Alterations in DNA methylation at CpG sites have been
reported during progression of colon carcinoma and other
types of cancer [13,19-21]. Our findings support the
hypothesis that genome-wide DNA hypomethylation, a
molecular event observed in a variety of cancers, plays a
significant role during neoplastic progression by up-regu-
lating the expression of genes involved in tumor progres-
sion. In fact, the recently expressed view that DNA
hypomethylation has opposing roles in carcinogenesis, pro-
moting the early stage of tumor formation while suppress-
ing the overall tumorigenesis in the intestine (12], is
consistent with the role of MMPs in the early stages of car-
cinogenesis. In the case of MMP-3, for instance, transgenic
mouse models have shown that elevated expression levels
of MMP-3 in the peritumoral environment of squamous
cell carcinoma may protect against tumor progression
[22]. Of course, genome-wide DNA methylation could also
induce the expression of other genes that may influence
positively or negatively cancer development. Others have
shown that demethylation of CpG induced over-expression
of cyclin D2 and maspin in gastric carcinoma [23), HPV16
in cervical cancer [24,25), and S100A4 in metastasis-associ-
ated gene in colon cancer [11]. Hypomethylation of the
multidrug-resistance gene MDRI1 also correlates with
increased expression and drug resistance in acute myeloge-
nous leukemia 26]. Of course, given the classical role usu-
ally attributed to MMPs in neoplastic progression, the
possibility of using DNA methyltransferase inhibitors in
patients with the objective of reactivating tumor suppressor
genes, the epigenetic changes induced by agents that mod-
ulate DNA methylation may represent a major source of
concern if decitabine treatment were to be prolonged.
However, we should point out the fact that our findings
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may also offer an allernative window of opportunity to
increcasc the cfficiency of cancer-targeting drug-delivery
system in which the enzymatic activity of MMPs is used
to cleave the inactive drug conjugate [27,28] The fact that
genomic DNA  hypomethylation induced in patients
administered with continuous infusion of decitabine for 7
days is transient, returning to baseline 28-35 days after
the start of treatment [29], does indeed offer ideal condi-
tions to exploit this approach.
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CONCLUSION DU CHAPITRE Il

Les résultats obtenus dans ce chapitre présentent 'impact de 1’hypométhylation
sur les patrons d’expression des MMP spécifiques aux tissus. Il est maintenant accepté
que la transcription des génes MMP est régulée de fagon indépendante, chacun des genes
présentant un phénotype protéolytique cellulaire en réponse a un stimulus particulier. Les
résultats indiquent que des changements épigénétiques peuvent altérer significativement
ce phénotype. En effet, méme si mmp-3 et mmp-10 sont susceptibles a
I’hypométhylation, leurs patrons d’expression, suite aux changements épigénétiques sont
distincts. Ceci démontrant un profil d’expression différent et spécifique aux cellules.
Méme si ces enzymes différent dans leurs patrons d’expression, elles partagent un trait
commun, la susceptibilité a I’hypométhylation de ’ADN. Les résultats supportent
également I’hypothése que I’hypométhylation globale du génome, un événement
moléculaire observé dans une grande variété de cancers, joue un role significatif durant la
progression néoplasique en augmentant I’expression des geénes impliqués dans la
progression tumorale. Evidemment, si on attribue le rdle habituel des MMP dans cette
tumorigenése, la possibilité d’utiliser les inhibiteurs de méthyltransférases de I’ADN chez
les patients dans le but de réactiver les génes suppresseurs de tumeurs pourrait avoir un
effet a double tranchant. Il se pourrait que les changements épigénétiques induits par les
agents qui modulent la méthylation de I’ADN représentent une source de préoccupation,

a plus forte raison si le traitement avec la décitabine est prolonggé.
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RESUME DU CHAPITRE III

Les membres de la famille des métalloprotéases de la matrice (MMP) jouent un
réle important dans le remodelage de la matrice extracellulaire lors de processus
normaux et pathologiques. L’expression des génes MMP est finement régulée au niveau
transcriptionnel par des facteurs de transcription spécifiques, notamment apres une
stimulation par les cytokines inflammatoires. Des études récentes avec I’agent
pharmacologique 5-aza-2’-deoxycytidine (5-aza-dC), un inhibiteur de méthylation de
I'ADN, suggérent qu’un contrdle épigénétique contribue également a la régulation de
I’expression de MMP. Méme si certains patrons de méthylation aberrants reliés a
I’inflammation ont déja été démontrés, les mécanismes expliquant le lien entre
I’inflammation et les altérations épigénétiques dans le contrdle de I’expression des MMP
demeurent encore vagues. Les résultats du présent travail permettent de montrer des
évidences que 1’augmentation de I’expression du géne MMP-3 par 5-aza-dC est modulée
par I'IL-1. Plus spécifiquement, les résultats démontrent que la stimulation par I’IL-1
augmente significativement le statut d’hypométhylation du promoteur MMP-3 a des
niveaux similaires retrouvés dans la lignée cellulaire HCT116 dnmt1/dnmt3b-déficientes
(DKO). De plus, les résultats démontrent que I’augmentation de I’expression de MMP-3
par 5-aza-dC est associée a I’augmentation de I’expression et de activité de facteurs de
transcription spécifiques régulant I’expression de MMP-3. Ces résultats permettent donc
de jeter un nouveau regard quant au rdle coopératif de 5-aza-dC et les cytokines
inflammatoires avec des facteurs de transcription spécifiques a la régulation de
I’expression de MMP-3.

Dans le chapitre portant sur la collaboration entre I'[L-1 et la 5-aza-dC dans la
déméthylation du promoteur MMP-3, j’ai effectué toutes les expériences et la majorité
des expériences ont été réalisées dans le laboratoire du Dr. St-Pierre. Jai effectué
certaines expériences, notamment les immnobuvardages de type western, certains
séquencages et les PCR en temps réel dans le laboratoire du Dr. Sriharsa Pradhan (RNA
Divisions, New England Biolabs, MA, USA). Jai rédigé le manuscrit sous la

supervision du Dr. Yves St-Pierre et la lecture critique a été réalisée par tous les auteurs.
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Afin de faciliter la lecture de cet article une figure 9 du promoteur MMP-3 avec les CG

numérotés a été ajoutée avant Iarticle.
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Figure 9 : Promoteur MMP-3 humain et les sites CpG analysés. Les sites principaux sites de liaisons
pour les facteurs de transcription sont indiqués ainsi que les sites CpG analysés par séquencage au
bisulfite (sugons). Les six CpG sont numérotés par rapport a leur position en amont du site
d’initiation de transcription. Le site d’initiation de transcription du promoteur MMP-3 est
représenté par une fléche brisée et chaque division représente 100 paires de bases en amont du site
d’initiation de transcription.
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5-Aza-2'-deoxycytidine and interleukin-1 cooperate to regulate
a1 matrix metalloproteinase-3 gene expression

Julie Couillard®, Pierre-Olivier Estéve?, Sriharsa Pradhan® and Yves St-Pierre’

INRS:Institut Armand-Frappier, Université du Québec, Laval, Québec, Canada
’New England Biolabs Incorporated, 240 County Road, [pswich, MA

Members of the matrix metalloproteinase (MMP) family of enzymes play a critical role in extracellular matrix remodeling in a
number of normal and pathologic processes. Accordingly, activation of MMP gene expression is tightly regulated at the level of
transcription by specific transcription factors, most notably fotlowing exposure to inflammatory cytokines. Recent studies with
5-aza-2'-deoxycytidine (5-aza-dC), a specific DNA methylase inhibitor, also suggest that epigenetic processes contribute to the
regulation of MMP expression. Although inflammation-related aberrant patterns of DNA methylation have been described, a
mechanistic link between inflammation and epigenetic alterations in the control of MMP expression remains unclear. Here, we
provide evidence that increased MMP-3 expression by 5-aza-dC is modulated by interleukin-1 (IL-1). More specifically, we found
that stimulation with IL-1, but not with 1.-6 or TNFa, significantly increased the hypomethylation status of the MMP-3 promoter
to a level similar to that found in dnmt1/dnmt3b-deficient HCT116 (DKO) cells. Furthermore, we showed that increased MMP-3
expression by 5-aza-dC was associated with increased expression and activity of specific transcription factors known to
regulate MMP-3 expression. In fact, treatment with 5-aza-dC was obligatory for some transcription factors to trigger an increase
in MMP-3 expression, such as Ap-1. In contrast, CCAAT enhancer-binding proteins and E-twenty six were capable of inducing
MMP-3 alone. Overall, these findings provide a novel perspective of the collaborative role of 5-aza-dC and inflammatory
cytokines with specific transcription factors that are normally involved in MMP-3 expression.

Matrix metalloproteinases (MMPs) are a family of zinc-de-
pendent proteolytic enzymes that are capable of degrading
practically all components of the extraceliular matrix or other
extracellular targets, including other MMPs. They contribute
to many physiological processes, including embryogenesis,
wound healing and tumor progression. Transcriptional dysre-
gulation of MMP expression plays a prominent role in sev-
eral diseases that involve tissue destruction. For example, ele-
vated levels of stromelysin-1 (MMP-3) have been implicated
in the progression of Crohn'’s discase,' cancer,” rheumatoid
arthritis® and coronary discases.*

MMP expression is normally low in cells under regular
physiological conditions and is controlled by strict regulatory
mechanisms. The expression of MMPs dramatically increases
following exposure to a variety of inflammatory mediators.

Key words: matrix metalloproteinase, MMP-3, IL-I, DNA
methylation, gene expression
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For example, interleukin-1 (IL-1) plays a central role in con-
trolling MMP-3 expression, most notably via activation of ac-
tivator protein-1 (AP-1) and members of the E-twenty six
(ETS) family of transcription factors.”® The transcription fac-
tor CCAAT enhancer-binding protein (C/EBP) has also been
implicated in IL-1-mediated MMP-3 expression.”

Recent studies have shown that the methylation status of
cytosines in CpG dinucleotides located in the MMP promoter
also plays a role in controlling MMP gene expression, most
notably in cancer cells.®* > An abnormal DNA methylation
pattern is one of the hallmarks of cancer cells, which normally
harbor widespread DNA hypomethylation of tumor-promoting
genes along with site-specific DNA hypermethylation of tumor
suppressor genes."* Although studies have shown that deme-
thylating agents, through the induction of tumor suppressor
gene expression, can decrease tumorigenesis, a possible con-
cern regarding hypermethylation therapy is that it would result
in the activation of tumor-promoting genes, such as MMP
genes. Whether such epigenetic mechanisms alter 1L-I-induced
MMP expression, however, remains unclear.

In our work, we report that IL-1 and 5-aza-2'-dcoxycytidine
(5-aza-dC), a specific DNA methylase inhibitor, cooperate to
induce hypomethylation of the MMP-3 gene at the promoter level
in human colorectal cancer cells. Furthermore, 5-aza-dC signifi-
cantly upregulated the activity of transcription factors involved in
MMP-3 expression, thereby contributing to its increased expres-
sion level. Taken together, these results provide a mechanistic link
between 1L-1-mediated inflammatory processes and epigenetic
alterations in the control of MMP gene expression.
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Material and Methods

Cell lines and reagents

The Hela cell line was obtained from the American Type
Culture Collection (ATCC, Manassas, VA) and maintained in
Dulbecco's modified Eagle’s medium [supplemented with
10% (vAv) FCS, 2 mmol/L L-glutamine and 10 mmol/L HEPES
buffer]. HCT-116 colon cancer cells and double
Dnmt1*”* Dnmt3b" *  (DKO) HCT116 cells were generous
gifts from Dr. Bert Vogelstein (Johns Hopkins Kimmel Compre-
hensive Cancer Center, Baltimore, MD). Cells were grown in
McCoy's 5A complete medium. All cell culture products were
from Life Technologies (Burlington, ON, Canada). 5-Aza-dC
was purchased from Sigma chemicals (St. Louis, MO).
Recombinant human IL-1, TNFa and IL-6 were from Invitro-
gen (Burlington, ON, Canada).

RNA isolation and semiquantitative RT-PCR

Total cellular RNA was isolated from HCT116, DKO or
Hela cells using TRIzol reagent (Life Technologies) accord-
ing to the manufacturer's instructions. First-strand cDNA
was prepared from 2 1g of cellular RNA in 20 IL of reaction
volume using the preamplification system reverse transcrip-
tase RTomniscript (QIAGEN, Mississauga, ON, Canada).
After reverse transcription, h(MMP-3 (gene 1D 4314) (sense
primer: 5-AGA GGT GAC TCC ACT CAC AT-3' and anti-
sense: 5-GGT CTG TGA GTG AGT GAT AG-3’), product
size: 310 bp; hMMP-9 (gene 1D 4318) (sense: 5-CAA CAT
CAC CTA TTG GAT CC-3" and antisense: 5-CGG GTG
TAG AGT CTC TCG CT-37), product size: 479 bp and
GAPDH (gene 1D 2597) (sense: 5-CGG AGT CAA CGG
ATT TGG TCG TAT-3 and antisense: 5-CAG AAG TGG
TGG TAC CTC TTC CGA-3’), product size: 307 bp. cDNAs
were amplified using the following conditions: 94°C for 0.5
min, 58°C for 1 min and 72°C for 1 min, followed by a final
extension step at 72°C for 10 min. Thirty-five cycles of
amplification were performed in a thermal cycler (M)
Research, Watertown, MA). The amplified products were an-
alyzed by electrophoresis in 1% agarose gels using SYBR Safe
DNA gel (Life Technologies) staining and UV illumination.

Plasmid construction and site-directed mutagenesis

An 877-bp PCR-amplified genomic DNA fragment encoding
the 5* flanking promoter of the human MMP-3 gene was
obtained from genomic DNA isolated from HCT116 cells
using the following primers: sense: 5-TAG GGA GGA GGG
GAA A-3" and antisense: 5-TTC TCT CAA CCT TCC
CAAT-3". The promoter was further subcloned into the lucif-
erase gene (reporter vector pGL3-Basic) (Promega, Madison,
WI).  Oligonucleotide-directed site-specific mutagenesis of
AP-1 and C/EBP consensus sites was carried out with the
QuikChange Mutagenesis Kit from Stratagene (La Jolla, CA).
The AP-1 site was mutated using the following primers:
sense: 5°-GCA AGG ATG TTT CAA GCTG-3" and antisense:
5-CAG CTT GAA ACA TCC TTGC-3". The C/EBP site was

Regulation of MMP-3 gene expression

mutated using the following primers: sense: 5-ACT TTG
AAT TTC CTG TGT TTC CTG CAG GTCC-3' and anti-
sense: 5-GGA CCT GCA GGA AAC ACA GGA AAT TCA
AAGT-3". The ETS-mutated MMP-3 promoter was a gener-
ous gift from Dr. M. Aumercier (Institut de Biologie de Lille,
Institut Pasteur de Lille, Lille Cedex, France).'S The expres-
sion vector encoding full-length c-Jun was a generous gift
from Dr. Michael J. Birrer (National Institutes of Health,
MD). All other cDNA expression vectors were purchased
from OriGene Technologies (Rockville, MD).

Transient transfection and luciferase assay

HCT116 cells were seeded the day before treatment with
5-aza-dC (5 IM) for 48 hr. Cells were then washed twice
with PBS and transfected with 0.1-1.0 Ig of plasmid DNA
using DNAfectin (Applied Biological Materials, Richmond, BC,
Canada) according to the manufacturer's protocol. The culture
medium was changed to complete McCoy's medium 5 hr after
transfection. Forty-eight hours after transfection, recombinant
IL-1 (10 ng/mL) was added, and cells were incubated for an
additional 20 hr. The transfection efficiency was monitored
using the pCMV/b-gal reporter vector (Promega). Luciferase ac-
tivity was measured using the Luciferase Assay System protocol
(Promega) and a luminometer (Lumat LB 9507, Berthold). The
b-galactosidase activity was detected using a colorimetric
enzyme assay using the Luminescent b-Galactosidase Detection
Kit Il (Clontech Laboratories, Mountain View, CA).

Preparation of genomic DNA and bisuifite treatment
HCT116 or Hela cells were treated with 5-aza-dC (5 IM)
for 72 hr with or without 10 ng/mL of human recombinant
IL-1 for the last 20 hr before harvesting the cells. Genomic
DNA was then isolated and treated with sodium bisulfite
using the EpiTect kit (QIAGEN) according to the manufac-
turer’s Instructions. The methylation status of the MMP-3
promoter region was analyzed by PCR amplification by mix-
ing bisulfite-treated DNA with specific oligoprimers using the
Taq DNA Polymerase Kit (QIAGEN). The samples were
incubated for 2 min at 95°C, followed by 40 cycles as follows:
1 min at 95°C; 2 min at 56°C; 1 min at 72°C and a final
extension at 72°C for 10 min. The product of the first round
of PCR was then subjected to a second round of amplifica-
tion with a set of nested primers under the same PCR condi-
tions. PCR products were separated by gel electrophoresis
and cloned into the pCR4-TOPO vector (Life Technologies)
using the TOPO-TA Cloning Kit (Life Technologies). Ten to
twenty clones were subjected to sequencing. The sequences of
the primers used to amplify the human MMP-3 promoter
from bisulfite-treated DNA are available upon request.

Western biot analysis

HCT116 cells were washed with PBS and lysed at 4°C for
20 min with a lysis buffer containing 50 mM Tris-Cl, pH 8.0,
150 mM NaCl, 0.02% sodium azide, 100 1g/mL phenylmethyl-
sulfonyl fluoride, 1% Nonidet P-40 and a protease inhibitor
mixture (Sigma). The protein concentrations in the supematants
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were determined using the Bio-Rad protein assay reagent based
on the Bradford colorimetric method. After electrophoresis in
an 11% sodium dodecy! sulfate-polyacrylamide gel (Life Tech-
nologies), the proteins were transferred onto Protran” pure
nitrocellulose membranes (Schieicher and Schuell). After over-
night electroblotting at 4'C, the membranes were incubated
with Tris-buffered saline containing 0.1% Tween-20, 5% nonfat
dry milk (Bio-Rad) and a rabbit polyclonal antibody against
DNMT1 (New England Biolabs), c-Jun (Cell Signaling Technol-
ogies; CST) and rabbit polyclonal antibody against actin
(Sigma). Anti-mouse or anti-rabbit secondary antibodies conju-
gated to horseradish peroxidase were used, and the bands were
visualized with the chemiluminescence detection system (CST).

Results

iL-1 and 5-aza-dC synergize to induce MMP-3

expression in HCT116 colon carcinoma cells

Our previous studies have shown that methylation inhibitors,
such as 5-aza-dC or zebularine, induce MMP-3 expression in
HCT116 cells.? As this induction was the highest observed
among the MMP tested, and because MMP-3 is involved in
the progression of colorectal cancer and colorectal chronic
inflammation diseases,'®'” we have further investigated the
mechanisms regulating its expression. Because IL-1 is known
to induce MMP expression and because epigenetic changes
have been linked to inflammatory processes, we investigated
whether DNA hypomethylation could influence IL-1-induced
MMP-3 expression. Our results showed that 5-aza-dC signifi-
cantly increased IL-1-induced MMP-3 expression in
HCT116 when compared to cells treated with IL-1 or 5-aza-
dC alone (Fig. 1a). The combined effect of IL-1 and hypome-
thylation was also observed using Dnmt1/Dnmt3b double-
knockout (DKO) HCT116 cells, which demonstrated higher
MMP-3 expression levels following IL-1 stimulation than did
control wild-type HCT116. Independent dose-response
experiments (1-50 ng/mL) showed that maximal MMP-3
expression was reached at a dose of 5 ng/mL of IL-1 (Data
known). Kinetic analysis showed that the ability of 5-aza-dC
to increase IL-1-induced MMP-3 expression was higher at
4-12 hr poststimulation (Fig. 1b). Nevertheless, a similar syn-
ergistic effect between 5-aza-dC and IL-1 was aiso discovered
when we examined the expression levels of MMP-9, another
member of the MMP family that is requlated by DNA hypo-
methylation® (Supporting information).

IL-1 increases demethylation of the MMP-3 promoter

Sequencing of bisulfite-converted genomic DNA was used to
determine the methylation status of the MMP-3 promoter in
5-aza-dC-treated HCT116 cells that were stimulated or not
with IL-1. As expected, 5-aza-dC induced MMP-3 promoter
hypomethylation when compared to nontreated cells (Fig. 2).
Interestingly, however, we found that stimulation with IL-1
significantly increased the hypomethylation status of the pro-
moter induced by 5-aza-dC to a level similar to that found in
control DKO cells. A small but significant effect of IL-1 alone
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Figure 1. IL-1 and 5-aza-dC synergize to induce MMP-3 expression
in HCT116 colon carcinoma cells. (AMMP-3 expression levels in
HCT116 and DKO cells following treatment with 5-aza-dC (5 IM, 72
hr) and/or IL-1 (20 hr). The DKO cells were only treated with IL-

1 because of the already unmethylated status of the cells, and
they were used as control of hypomethylated cells. (b) Kinetic
analysis showing changes in MMP-3 gene expression following
treatment with 5-aza-dC and/or IL-1, as measured by real-time
quantitative PCR. The resuits represent at least three independent
experiments. GAPDH was used as loading control. Two-way ANOVA
was done for statistical analysis p values; untreatedvs. 5-aza-dC:

p < 0.001 (between 12 and 20 hr); untreatedvs. IL-1: p < 0.05 (at
20 hr); untreatedvs. 5-aza-dC < IL-1: p < 0.001 (between 4 and
20 hp); 5-aza-dC vs. IL-1: p < 0.01 (between 12 and 20 hr); 5-aza-
dC vs. 5-aza-dC * IL-1: p < 0.001 (between 4 and 12 hr) and IL-1
vs. 5-aza-dC « IL-1: p < 0.001 (between 4 and 12 hr).

on the methylation status of HCT116 cells was also observed.
This cooperative effect of IL-1 and 5-aza-dC on hypomethy-
lation and MMP-3 expression was also observed using Hela
cells (Fig. 3) and was specific because no significant increase
was observed with IL-6 or TNFa. Similar results were
obtained for MMP-9 (Supporting Information).

5-aza-dC cooperates with c-Jun to upregulate

MMP-3 expression in HCT116 cells

Consensus sequences located within the 800-bp region of the
transcription initiation site have been shown to be essential
for full promoter MMP-3 activity'® (Supporting Information).
This promoter region contains consensus-binding sites for the
AP-1, ETS and C/EBP transcription factors. Therefore, we
examined whether 5-aza-dC and IL-1 cooperated with these
factors to induce MMP-3 expression. We initially focused on
AP-1, which plays a central role in the activation of most of
the MMP genes.’® Our results showed that although all AP-1
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Figure 2. IL-1 and 5-aza-dC synergize to demethylate the MMP-3 promoter in HCT116 cells. (a) Bisulfite DNA sequence analysis showing the
methylation status of CpG dinucleotides located in the proximal region of the human MMP-3 promoter in HCT116 cells following treatment with
IL-1 and/or 5-aza-dC. Bisulfite sequencing has also been done in DKO cells as demethylated model. () Schematic representation showing the
overall effect of IL-1 on 5-aza-dC-induced hypomethylation within the MMP-3 promoter, as determined by bisulfite sequencing in (a).
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isoforms alone were mostly ineffective in inducing MMP-3  Jun was the most effective among the isoforms to induce
gene expression in HCT116 cells, each was capable of induc- strong and constitutive MMP-3 expression (Fig. 4a and data
ing such expression in the presence of 5-aza-dC, although c-  not shown). A similar cooperative effect between c-Jun and
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Figure 3. Cooperative effect of IL-1 and 5-aza-dC on endogenous MMP-3 gene expression in Heba cells. (a) MMP-3 expression levels in
Hela cells induced by 5-aza-dC alone or in the presence of IL-1, IL-6 or TNFa (10 ng/mL). GAPDH was used as a loading control. The
results represent at least three independent experiments. (b) Schematic representation showing the overall effect of IL-1 on 5-aza-dC-
induced hypomethylation within the MMP-3 promoter in Hela cells, as determined by bisulfite sequencing.

5-aza-dC was also observed under transient transfection con-
ditions using a reporter construct containing the MMP-3 pro-
moter (Fig. 4b). This ability of 5-aza-dC was most likely
linked to its ability to significantly increase c-Jun expression
and nuclear activity (p < 0.05) (Figs. 4c and 4d). In contrast,
IL-1 could not induce a similar increase in AP-1-dependent
nuclear activity, consistent with its inability to augment exog-
enous MMP-3 promoter activation.

Functional interaction between 5-aza-dC and other
transcription factors in the regulation of

MMP-3 promoter activity

Our results showing that de novo expression of AP-1 iso-
forms alone was insufficient to induce MMP-3 and required
treatment with 5-aza-dC are consistent with previous studies
showing that AP-1-induced MMP expression is dependent
on the presence of other transcription factors.>2%2' For
example, using reporter vectors, Westermarck et al. have

Int. J. Cancer: 000, 000-000 (2011) v 2011 UICC

shown that MMP-1 promoter activity is dependent on func-
tional interactions between AP-1 and ETS factors.?® There-
fore, we investigated whether other transcription factors
could cooperate with 5-aza-dC, most notably C/EBP, which
acts as a positive transcriptional activator of MMP.?%%* Our
results showed that in contrast to AP-1 isoforms, each C/
EBPa and b isoform alone could induce endogenous MMP-3
gene expression in HCT116 cells (Fig. 5a). This induction by
C/EBP increased significantly following treatment with 5-aza-
dC (p < 0.001). Such a functional interaction between 5-aza-
dC and C/EBP was also observed using the MMP-3 reporter
construct (Fig. 5b). This finding was consistent with the abil-
ity of 5-aza-dC, but not IL-1, to significantly increase nuclear
C/EBP-dependent activity (p < 0.001) (Fig. 5c). However, a
similar cooperative response between 5-aza-dC and transcrip-
tion factors was not observed with ETS, although ETS alone
couid upreguiate MMP-3 expression (Fig. 6a). This finding is
consistent with our results showing that, in contrast to c-Jun-
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Figure 4. The role of c-JUN in MMP-3 gene expression in HCT116 cells following treatment with 5-aza-dC. (a) MMP-3 expression levels in
HCT116 determined by RT-PCR analysis following transfection with an expression vector encoding human c-lun, in the absence or the
presence of 5-aza-dC and/or IL-1. GAPDH was used as a loading control. The results represent at least three independent experiments.
(P)HCT116 cells were transiently transfected with a luciferase reporter plasmid containing 877 bp of the human MMP-3 promoter and a c-
JUN expression vector in the presence of 5-aza-dC and/or IL-1. Translational activity of luciferase mRNA in response to each stimulus was
quantified as the ratio of luciferase activity to b-galactosidase activity. (¢} Expression of Dnmt1 and c-fun in HCT116 cells following
treatment with 5-aza-dC (5 |M) and IL-1 (10 ng/mL), as determined by Westem blot analysis. Actin was used as a loading control. The
results represent at least three independent experiments. (d)AP-1-dependent transcriptional activity following treatment with 5-aza-dC and/
or IL-1. AP-1-specific translational activity of luciferase mRNA in response to IL-1 and/or 5-aza-dC was quantified as the ratio of luciferase
activity to b-galactosidase activity. The results represent at least three independent experiments.

and CEBP-mediated activity, no significant increase in nu- factors showed that AP-1, ETS and CEBP were all required
clear ETS-dependent activity was observed following treat- to obtain maximal MMP-3 promoter activity (Supporting In-
ment of HCT116 cells with 5-aza-dC (Fig. 6b). Although formation), functional deletion of the AP-1-binding sites in
mutations in the consensus sequences of these transcription the MMP-3 reporter vector completely abolished the ability
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in HCT116 determined by RT-PCR analysis following transfection with an expression vector encoding human C/EBPa and C/EBPb isoforms,
in the absence or the presence of 5-aza-dC and/or IL-1. GAPDH was used as a loading control. (b)Luciferase activity of a luciferase reporter
plasmid containing 877 bp of the human MMP-3 promoter following cotransfection with an expression vector encoding human C/EBPa, in

the absence or the presence of 5-aza-dC and/or IL-1. Translational acti

vity of luciferase mRNA in response to each stimulus was quantified

as the ratio of luciferase activity to b-galactosidase activity. (c)CEBPa-dependent transcriptional activity following treatment with 5-aza-dC
and/or IL-1. Translational activity of luciferase mRNA was quantified as the ratio of luciferase activity to b-galactosidase activity. The results

are the average of triplicates and represent at least three independent

of 5-aza-dC to increase MMP-3 expression (Supporting Infor-
mation), suggesting that AP-1 plays an essential role in
MMP-3 promoter activity in hypomethylated HCT116 cells.

Discussion

In our work, we report that DNA methylation and IL-1
cooperate to induce MMP-3 gene expression. More specifi-
cally, we showed that (i) stimulation with IL-1 significantly
increased the hypomethylation status of the MMP-3 pro-
moter to a level similar to that found in dnmt1/dnmt3b-defi-
cient DKO cells. This effect was observed in both colon
HCT116 carcinoma cells and Hela cells; (ii) this demethyla-
tion correlated with higher constitutive expression of the
MMP-3; (iii) increased MMP-3 expression by 5-aza-dC was
associated with increased expression and activity of specific
transcription factors, including AP-1 and C/EBP and (iv)
although ETS, AP-1 and C/EBP all play an important role in
MMP-3 expression, they showed distinct abilities to induce
MMP-3 and were differentially sensitive to 5-aza-dC. For
example, although C/EBP and ETS were capable of inducing
MMP-3 alone, de novo expression of AP-1 isoforms required
treatment with 5-aza-dC. Taken together, these results pro-

Int. J. Cancer: 000, 000-0C0 (2011) v 2011 UICC

experiments.

vide evidence that the regulation of MMP-3 gene expression
by DNA demethylation induced by 5-aza-dC involves coop-
erative interactions with IL-1 and specific transcription
factors.

Recently, several studies have shown that the demethyla-
tion of MMP promoters induced by treatment with 5-aza-dC
or by progression of diseases (e.g., osteoarthritis and cancer)
plays an important role in MMP gene expression.*"=3 Our
study provides a novel perspective of the collaborative effect
of 5-aza-dC and inflammatory cytokines on MMP-3 gene
expression via specific transcriptional pathways. Although
our results could not establish whether 5-aza-dC directly
affected the ability of these transcription factors to bind the
MMP-3 promoter, they suggested that 5-aza-dC acted, at
least in part, by increasing the expression and function of
these factors. Upregulation of MMP-3 expression by the com-
bining effect of 5-aza-dC was also accelerated. For example, a
significant increase in MMP-3 expression was observed
within 4-8 hr using both IL-1 and 5-aza-dC when compared
to 12-20 hr in cells treated with 5-aza-dC or IL-1 alone. This
hypothesis is consistent with previous results showing that
increased c-JUN activity is associated with hypomethylation
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Figure 6. Effect of 5-aza-dC on ETS-dependent transcriptional
activity and MMP-3 gene expression. (a) MMP-3 expression in
HCT116 after treatment with 5-aza-dC and/or transient transfection
of expression vectors encoding c-JUN or ETS2. GAPDH was used as
a loading control. (b)ETS-dependent transcriptional activity in
HCT116 following treatment with 5-aza-dC. Translational activity of
luciferase mRNA was quantified as the ratio of luciferase activity to
b-galactosidase activity. The results are the average of triplicates
and represent at least three independent experiments.

of the c-JUN promoter in tumor cells. This hypomethylation
state has been further associated with increased carcinogene-
sis. For instance, carcinogenic environmental contaminants
induce c-JUN mRNA expression following promoter hypome-
thylation.?* In fact, the hypomethylation of protooncogenes is
one of the first lines of evidence of tumorigenic development
associated with epigenetic mechanisms.2

Although the contributions of ETS and AP-1 to MMP-3
gene expression have been previously documented, our data
further suggest that C/EBPa plays an important role In the
regulation of MMP-3. Although C/EBP-binding sites have
been reported in the promoters of several MMP genes, our
data provide evidence that C/EBPa and C/EBPb are both
strong inducers of MMP-3 transcription activity. This role of
C/EBP in MMP-3 gene activation is further supported by our
results showing that deletion of a C/EBP consensus site in
the MIMP-3 promoter significantly reduces its transcriptional
activity. It should be noted, however, that we mutated only
one of three potential C/EBP-binding sites within the MMP-3
promoter, which may explain the higher residual MMP-3 ac-
tivity in the C/EBP mutant when compared to cells harboring
constructs with mutations in the AP-1- or ETS-binding sites.
The determination of whether the other C/EBP consensus
sites are functional requires further investigation.

Our results showing that MMP-3 expression correlated
with the ability of IL-1 to induce DNA demethylation were
initially unexpected. In contrast to 5-aza-dC, we found that
IL-1 did not induce DNMT1 degradation. Whether IL-1
induces active demethylation via Gadd45, as suggested by

Regulation of MMP-3 gene expression

recent studies, remains a possibility.?>? Nevertheless, our
observations are consistent with those of Hashimoto et al.,
who recently reported changes in DNA methylation in
human articular chondrocytes following stimulation with
inflammatory cytokines, including I1L-1.2 How IL-1 induces
demethylation of the MMP-3 promoter is currently being
investigated.

Although the clinical use of azacytidine and decitabine
has received significant attention, little is known about their
molecular mechanisms of action. Nucleoside analogs clearly
demonstrate cytotoxicity effects and induce DNA hypome-
thylation.® Recent studies have shown that DNA damage
response (DDR) is induced by decitabine.*® Interestingly,
inflammatory cytokines can also induce DDR, most notably
during the cellular senescence process.3' Chronic inflamma-
tion is associated with aging and plays an important role in
many diseases such as cancer, atherosclerosis and osteoarthri-
tis.>? Several factors and signaling pathways can induce estab-
lishment of senescence.”* Among these factors, we found
MMP-3, -10 and -1, IL-1, IL-6, IL-8, ICAM-1 and TIMP-2.3
These factors are also called senescence-associated secretory
phenotype (SASP). SASP genes, most notably MMP-3 and
IL-1, are constitutively expressed in cancer cells because
of the senescence induction process. Interestingly, we found
that MMP-3 expression is induced and persists in epithelial
cells after a 5-aza-dC/IL-1 treatment. Whether other SASP
genes are concomitantly induced in HCT116 and Hela cells
remains an interesting possibility.*-3 Many genes coding for
SASP proteins are physically regrouped in loci of human and
mouse genomes, most notably many MMPs (MMP-1, -3, -10
and -12 and other) or members of CXCL and CCL cytokines
family. These loci constitute important organization units of
chromatin and transcriptional control.*® From a therapeutical
point of view, if decitabin (or 5-aza-dC) induces DNA dam-
ages/DNA repair along with chronic inflammation, one could
envisage that pharmacological agents such as decitabine could
be added to stimuli-inducing senescence. This would give a
mechanistic explanation by which IL-1 can contribute to
demethylate MMP-3 promoter with 5-aza-dC.

Finally, given their ability to induce the expression of tu-
mor suppressor genes, epigenetic drugs such as 5-aza-dC are
currently used for the treatment of various forms of
cancers.*** Although MMPs have traditionally been associ-
ated with increased aggressiveness, recent studies using genet-
ically engineered MMP-deficient mice have also shown that
MMPs may also prevent or inhibit tumor progression.*'#2
Whether 5-aza-dC may increase this beneficial MMP-de-
pendent antitumoral response or whether its therapeutic effi-
ciency is impaired by protumorigenic activity remains a chal-
lenging question.
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CONCLUSION DU CHAPITRE 111

Les résultats du présent chapitre suggérent qu’il existe une collaboration entre la
5-aza-dC et les cytokines inflammatoires sur I’expression de MMP-3 via des voies
transcriptionnelle spécifiques. Méme si les résultats n’ont pu établir si la 5-aza-dC
affectait directement I’habilité de liaison des facteurs de transcription AP-1, ETS et
C/EBP sur le promoteur MMP-3, ils suggerent que 5-aza-dC agit, en partie, en
augmentant I’expression et I’activité de ces facteurs. Nos résultats démontrant que
I’expression de MMP-3 corréle avec I’habilité de I’IL-1 a induire une déméthylation
étaient inattendus. A défaut d’inhiber la méthylation via la dégradation de DNMT], I’IL-
1 emprunterait une voie distincte et encore inconnue pour engager la déméthylation.
Quoiqu’il en soit, la 5-aza-dC et I’IL-1 activent probablement une voie commune : la
machinerie de dommage a I’ADN. Ce mécanisme de défense cellulaire activerait des
protéines de réparation de ’ADN qui pourraient faire partie de mécanismes de
déméthylation active. La collaboration entre 5-aza-dC et I'IL-1 pour déméthyler la
région proximale du promoteur MMP-3 pourrait donc étre le résultat d’un remplacement
de cytosines méthylées en cytosines par les protéines de la réparation de ’ADN. Si la
sur-expression de génes pro-tumoraux comme les MMP peut étre induite par la 5-aza-dC
et par les molécules inflammatoires, il importe donc de tenir compte de plusieurs critéres
de santé au moment de choisir un traitement avec des inhibiteurs de méthyltransférases
lors d’essais cliniques. Un traitement chez des patients atteints de maladies
inflammatoires ou plus 4gés nécessitera probablement une surveillance accrue ou une

autre alternative.
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CHAPITRE 1V

DISCUSSION GENERALE
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1- La régulation de ’expression de MMP-3 encore peu explorée

Les mécanismes de régulation transcriptionnelle des MMP restent encore
largement inconnus.  L’identification d’un mécanisme épigénétique comme la
méthylation de I’ADN ouvre une voie supplémentaire de régulation qui peut s’avérer
importante pour d’autres MMP. De plus en plus de résultats démontrent que la
méthylation est impliquée dans la régulation de I’expression des MMP dans différents
types cellulaires [325-327, 337, 338]. Dcailleurs, la plupart des génes MMP sont
regroupés physiquement au niveau du génome, a I’exception de MMP-9. Chez
I’humain, un groupe de huit génes MMP, incluant dans I’ordre; MMP-20, MMP-27,
MMP-28, MMP-10, MMP-1, MMP-3, MMP-12 et MMP-13, a été localisé¢ sur le
chromosome 11q 22.3 [412, 413]. Néanmoins, malgré la redondance de leurs fonctions,
les patrons d’expression de ces MMP différent dépendamment du type cellulaire. Par
exemple, MMP-20, aussi appelée énamélysine, est exprimée de fagon exclusive et
constitutive par les cellules épithéliales dérivées des améloblastes qui sont responsables
de la formation de I’émail [414]. Dans le cas de MMP-8 (collagénase des neutrophiles)
son expression est plutot inductible dans les neutrophiles en maturation [415], alors que
dans le cas de MMP-12 (métalloélastase des macrophages), on la retrouve surtout
exprimée dans les macrophages infiltrants [416]. Malgré le fait que certains facteurs de
transcription comme c-Jun régulent I’expression de ces MMP, d’autres mécanismes de
régulation pourraient expliquer leurs différents patrons d’expression dans chaque type
cellulaire. En d’autres mots, bien que les promoteurs de ces MMP partagent plusieurs
caractéristiques communes, il est logique de croire que dépendamment de
I’environnement et du type cellulaire, chacune de ces MMP posséde une régulation qui
lui est propre. C’est ce niveau de régulation qui reste encore a clarifier.

Pour ce qui est d¢ MMP-3, bien que I’on retrouve plusieurs sites de liaisons pour
C/EBP dans la région proximale de son promoteur, nos résultats indiquent que les
isoformes C/EBPa. et B seraient des régulateurs positifs de son expression. Par une
immunoprécipitation de la chromatine (ChIP), il serait éventuellement intéressant de
déterminer si la déméthylation du promoteur module la liaison avec C/EBP, de méme
qu’avec les autres facteurs de transcription comme c-Jun et ETS. Ceci permettrait de

confirmer in vivo la corrélation entre ’hypométhylation du promoteur MMP-3 et son
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expression plus €levée suite a la liaison des facteurs de transcription. De méme, il serait
important d’étudier la régulation de I’expression et de I’activité de chacun de ces
facteurs de transcription. Par exemple, ETS semble étre un facteur de transcription
« sous-estimé ». En plus des collaborations fréquentes avec AP-1, ETS est généralement
en compétition avec d’autres membres de sa propre famille. C’est le cas du facteur TEL
(Translocation-ETS-Leukemia) puisque TEL peut se lier aux mémes sites consensus que
ETS pour diminuer I’expression de MMP-3. De plus, TEL s’associe avec les protéines
de remodelage de la chromatine HDAC-3, mSin3A et N-coR. 1l a d’ailleurs été déja
démontré, par ChIP, que I’expression de TEL altére les patrons d’acétylation d’histone
H3 pres des sites de liaison pour TEL/ETS sur le promoteur MMP-3 dans les cellules
NIH-3T3 [155].

Dans une expérience indépendante, des chercheurs ont démontré que ETS et
Pax5 s’associent pour réguler le promoteur mb-I dans les cellules B. Dans ces études,
les chercheurs démontrent qu’un seul CpG, localisé dans le promoteur, empéche
I’assemblage et la liaison du complexe ETS/Pax5. Ce CpG méthylé semble contribuer a
la diminution de I’expression du géne mb-1 [417]. Ces résultats appuient donc la
possibilit¢ que les CpG localisés dans le promoteur de MMP-3, malgré leur faible
quantité, puissent changer la structure de la chromatine et affecter ’expression de MMP-
3, démontrant davantage la complexité de la régulation du promoteur dans le temps et
dans P’espace. En fait, plusieurs facteurs de transcription sont connus pour lier des
séquences consensus contenant un ou des dinucléotides CpG, notamment AP-2, HIF-1a
et c-Myc. Dans plusieurs cas, il a été démontré que ces facteurs ne peuvent se lier a leur
séquence consensus si les CpG sont méthylés [418-420]. Un autre exemple provient des
expériences de Qiang et ses collégues dans des neurones de souris [421]. Dans leurs
expériences sur ’effet de I’hypométhylation de certaines régions dans le promoteur d’un
géne important pour les communications neuronales (NR2B) suite & une exposition a
I"alcool, ils démontrent d’abord par EMSA et ChIP, qu’un dinucléotide CpG méthylé a
Pintérieur du site consensus de CREB affecte la liaison de ce facteur et I’activité du géne
NR2B. Inversement, la déméthylation de ce CG augmente la liaison du facteur et
I"activité transcriptionnelle de NR2B. Ces résultats illustrent, du moins dans certains

cas, le role direct de la méthylation de ’ADN dans I’accessibilité des sites de liaison
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pour les facteurs de transcription. Un autre exemple connu et souvent cité est le facteur
de transcription Sp-1 [422]. Des expériences ont démontré que les protéines de liaison a
I’ADN méthylé MBD1, MBD2 et MeCP2 contribuent & empécher I’accés de Sp-1 a son
site consensus. Dans une autre expérience, des chercheurs démontrent par ChIP que la
liaison de MeCP2 sur un dinucléotides CpG méthylé dans le promoteur de I’insuline,
empéche la liaison d’un facteur de transcription, ATF2, situé prés de ce CG mais ne
faisant pas partie du site de liaison de ce facteur [423]. Ces résultats suggerent donc que
des CpG situés non pas a I’intérieur du site consensus mais prés de ceux-ci peuvent
affecter la liaison de facteurs de transcription ne possédant pas de CG dans leur
séquence consensus et que la liaison de protéines spécifiques a la méthylation peut
compétitionner pour empécher la liaison des facteurs de transcription. De plus, il est
déja connu que des protéines comme MeCP2 recrutent des HDAC pour maintenir la
chromatine dans une forme compacte et inaccessible.

Au moins un autre régulateur transcriptionnel mérite une attention particuliére
quant a I’induction de P’expression de MMP-3, a plus forte raison dans le contexte de
I’inflammation, soit NF-kB, un facteur de transcription clé dans la réponse
inflammatoire. Les cytokines inflammatoires comme I'IL-1 et TNFa induisent la
cascade d’activation de NF-xB [424]. Aucun site consensus pour NF-kB n’a été
identifié¢ dans la région proximale du promoteur MMP-3. Toutefois, dans les tissus
gingivaux humains, le site polymorphique 5T/6T, a environ 1600 paires de bases en
amont du site d’initiation de transcription, répond a la stimulation par I'IL-1 en
impliquant la liaison de NF-kxB a cet endroit [146]. Dépendamment du nombre de T et
de la combinaison des sous-unités formant NF-kB, ce dernier est en mesure de réguler
I’expression de MMP-3. De plus, des mécanismes épigénétiques tels que la méthylation
de certaines histones et les microARN, sont impliqués dans la régulation de NF-kB [425,
426]. Par exemple, une étude a démontré que la sous-unité RelA du complexe NF-xB
est méthylée sur les lysines 314 et 315 dans I’histone H3 par la méthylase Set9 suite a
I'induction par TFNa. Cette méthylation conduit a la dégradation de RelA au
protéasome et a la diminution de I’expression de NF-kB [425]. D’autres expériences
démontrent que I’expression de NF-kB1 peut étre négativement régulée par miR-9 dans

des adénocarcinomes gastriques [424]. Une construction d’un plus long promoteur
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MMP-3, couvrant cette région, permettrait d’étudier cet aspect dans la régulation du
promoteur. La régulation d’autres CpG, dont deux sont localisés dans cette région
éloignée, pourrait étre impliquée dans la réponse inflammatoire et/ou épigénétique de
MMP-3. Dans le contexte de nos expériences réalisées dans ce projet, il serait ainsi
possible de connaitre les réponses des facteurs situés plus loin dans le promoteur MMP-
3 suite & une hypométhylation, une sur-expression de certains facteurs (i.e : CEBP et
NF-kB) et a une induction par I'IL-1. L’état de méthylation de cette région pourrait étre
également évalué par conversion au bisulfite de maniére a vérifier s’il existe une
corrélation entre la liaison de ces facteurs de transcription une hypométhylation du

promoteur.

2- La régulation de MMP-3 et la spécificité cellulaire

Nos travaux ont clairement démontré que I’expression de MMP-3 différe selon
le type cellulaire ou plus spécifiquement, selon le type ou le stade de progression du
cancer. Dans certaines cellules de cancer du sein analysées, I’inhibiteur de méthylation
5-aza-dC n’induit pas nécessairement I’expression de MMP-3. En fait, dans la lignée de
cancer du sein non métastatique MCF-7, 5-aza-dC induit MMP-9 mais pas MMP-3. Au
contraire, dans une lignée agressive comme MDA-MB-231, une induction dose-
dépendante de MMP-3, mais pas de MMP-9, est observée suite au traitement avec 5-aza-
dC (Annexe E). Pour ce qui est de la dose utilisée tout au long des expériences (5uM
pour la plupart), cette dose a été choisie parce que le Dr. Vogelstein, généreux donateur
de la lignée HCT116, a réalisé lui-méme ses expériences avec cette dose [427]. Nl est a
noter que les cellules épithéliales utilisées dans nos expériences ont toutes bien répondu
a cette dose. Elles ne démontraient que trés peu de mort cellulaire et une faible
diminution de la croissance cellulaire, particuliérement pour les cellules HeLa. De plus,
les lymphomes B Raji et RAMOS ont également bien répondu. Les cellules plus
sensibles au traitement a la 5-aza-dC furent les lymphomes T (164T2) dont les résultats
ne sont pas présentés dans cette thése. La dose de 5-aza-dC pour ces cellules ne
dépassait pas 1uM.

Une expérience intéressante a récemment été effectuée dans les deux lignées

cellulaires de cancer du sein MDA-MB-231 et MCF-7. Les chercheurs ont exploré les
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différences de régulation dans le promoteur de I’IL-6 entre les cellules non métastatiques
MCF-7 et la lignée hautement agressive MDA-MB-231 [428]. D’abord, par des
expériences de ChIP, 1’équipe démontre que le promoteur de I'IL-6 est plus accessible
dans les cellules MDA-MB-231. Ils notent I’acétylation de certaines histones et la
diméthylation de la lysine 9 sur ’histone H3 (H3K9) du promoteur de I’'IL-6 dans ces
cellules. A l'inverse, la chromatine dans la méme région du promoteur de I'IL-6 est
plus compacte et il n’y a pas de diméthylation de H3K9 dans les MCF-7. Leurs
expériences de ChIP démontrent également qu’un enrichissement de la sous-unité p65
de NF-kB et de la protéine c-Jun sur le promoteur de I'IL-6 coincide avec
I’augmentation de 1’expression de I’'IL-6 dans les MDA-MB-231, comparativement aux
cellules MCF-7. A noter que la collaboration entre NF-kB et AP-1 dans I’expression
constitutive de 1’IL-6 a déja été démontrée dans des cancers agressifs variés [77, 429-
432]. D’autres expériences ont déja démontré que c-Jun peut controler les modifications
des histones, le recrutement de NF-xB et la fonction de I"’ARN polymérase II pour
activer le géne cc/2 [433]. De fagon plus précise, Ndlovu et ses collegues ont démontré
que I’accessibilité était restreinte dans la région proximale du promoteur de I'IL-6 ou
I’on retrouve les sites de liaison pour AP-1, CREB-C/EBP et NF-xB dans les MCF-7,
comparativement aux cellules MDA-MB-231. Suite a des stimulations par le TNFa, la
réponse du promoteur de I'IL-6 est plus élevée et constitutive dans les cellules
métastatiques MDA-MB-231 due a I’accessibilité de cette région proximale du
promoteur. Ils démontrent également que AP-1 et NF-kB sont capables d’induire des
changements localisés de la structure de la chromatine dans le promoteur de I’IL-6. De
plus, la sur-expression de AP-1 dans les cellules MCF-7 démontre clairement
I’augmentation de I’accessibilité de la chromatine dans le promoteur de I'IL-6. En
corrélation avec ces résultats, d’autres expériences démontrent que la liaison de AP-1 a
son site consensus dans un nucléosome, engage une perturbation de la structure
nucléosomale et est suffisante pour faciliter la liaison d’un second facteur de
transcription [434, 435]. Certaines possibilités ressortent de ces expériences :

1) Etant donné la collaboration entre AP-1, ETS, C/EBP et NF-kB, il est possible qu’in
de ces facteurs, notamment AP-1, puissent augmenter I’accessibilit¢ de la région

proximale du promoteur MMP-3 dans les cellules HCT116 et HeLa. Ceci expliquerait
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I’augmentation de I’expression de MMP-3 lorsque ces facteurs de transcription sont sur-
exprimés, ou lorsque leur expression est augmentée par I’[L-1 (chapitre III). De plus, il
semble que la disponibilité de c-jun soit augmentée de fagon synergique lorsque I’on
traite les cellules HCT116 avec 5-aza-dC et IL-1. L’activité AP-1, quant a elle, ne
semble €tre affectée que par le traitement avec 5-aza-dC (chapitre III, figure 4c et d).
Dans la figure 4c (p.76), I’expression protéique de DNMT]1 est utilisée comme témoin
de I'inhibition de la méthylation par 5-aza-dC. Cette vérification fut effectuée pour la
plupart des expérimentations entreprises au cours de mon doctorat mais n’est pas
systématiquement montrée a chaque fois. La figure 4a démontre qu’il existe une
induction synergique de I’expression de MMP-3 suite & un traitement avec 5-aza-dC et
IL-1 ou 5-aza-dC et c-jun. Il ne semble pas y avoir cette synergie si les trois inducteurs
sont testés simultanément. Cependant, une saturation de I’expression de MMP-3 peut-
étre responsable de cet effet. Il serait intéressant de confirmer cette induction en qPCR.
Les résultats de la figure 4b démontrent que I’état hypométhylé des cellules HCT116
induit une plus grande activité du promoteur MMP-3 et cette induction se ferait avec un
facteur se situant entre +11 et -866 en amont du site d’initiation de la transcription. La
réponse « négative » via I'induction par IL-1 pourrait s’expliquer par le fait que le site
de réponse a I’IL-1 sur le promoteur MMP-3 se situe beaucoup plus loin (soit -1600pb
en amont du site d’initiation). De plus, ’effet de méthylation sur la construction
plasmidique ne peut étre évaluée, contrairement aux résultats obtenus par PCR ou
western blot qui démontrent I’expression endogéne de MMP-3
2) Ces résultats pourraient également expliquer les différences d’expression de MMP-3
dans les MCF-7 et les MDA-MB-231 suite a I’incorporation de 5-aza-dC. D’autant plus
que la sur-expression de c-Jun dans les MCF-7 est nécessaire pour induire ’expression
de MMP-3 (Annexe E).
L’étude de la régulation transcriptionnelle dans les cellules de cancer du sein est donc
une voie intéressante entre autre parce que I’expression élevée de MMP-3 est détectée
dans plusieurs échantillons de tissus de carcinomes mammaires comparés aux tissus
normaux (Annexe D).

Les différences dans les patrons d’expressions de MMP-3 sont également

observées dans les cellules de lymphomes. L’enzyme hautement homologue, MMP-10,

88




est induite de fagon dose-dépendante dans ces cellules. Les leucémies sont des cancers
encore tres difficiles a traiter. On estime qu’en 2010, il y aura 7500 nouveaux cas de
lymphomes non Hodgkiniens au Canada (http://www.nhlcyberfamily.org/statistics.htm).
Jusqu’a ce jour, aucun traitement efficace n’a été développé pour contrer le mauvais
pronostic de cette maladie. Les recherches en sont encore a I’identification de signes
précoces déclenchant le développement d’au moins trente différents types de
lymphomes non Hodgkiniens. Depuis longtemps, les MMP ont été identifiées comme
étant des enzymes augmentant le pouvoir métastatique de ce type de cancer [436]. Les
résultats préliminaires obtenus suite a une stimulation des modéles cellulaires RAJI et
RAMOS par la 5-aza-dC démontrent que MMP-10 est induite de fagon dose-dépendante
mais pas MMP-3. De plus, une co-stimulation 5-aza-dC avec sur-expression de c-Jun
n’a pas réussi, contrairement aux HCT116, & induire ’expression d¢ MMP-3 (Annexe
F). En revanche, I’expression de MMP-10 est induite de fagon synergique par ce méme
traitement. Or, une analyse du statut de méthylation du promoteur MMP-3 dans les
cellules RAJI démontre que les premiers CpG sont hautement méthylés. Malgré tout, il
semble que I'inhibition de la méthylation ne soit pas suffisante pour induire I’expression
de MMP-3. Afin d’expliquer cette réponse, qui semble étre spécifique au type cellulaire
(lymphomes versus cellules épithéliales), il serait important d’étudier et de comparer
dabord les patrons de méthylation des deux stromélysines pourtant hautement
homologues en séquence et localisées dans la méme région du chromosome avec
d’autres génes codant pour les MMP (voir plus haut). Donc, comme 5-aza-dC n’induit
pas MMP-3, il semble que I’induction de MMP-10 par cet inhibiteur soit le reflet d’une
réponse localisée. L’accessibilité du promoteur MMP-3 semble tres restreinte et suggere
que des facteurs supplémentaires soient nécessaires pour générer une induction de
I’expression de MMP-3 (les inhibiteurs d’histones déacétylases par exemple). Comme
le facteur de transcription TEL est un régulateur négatif de MMP-3 et que ce méme
facteur recrute des protéines du remodelage de la chromatine [155], le facteur de
transcription ETS pourrait étre un compétiteur intéressant a évaluer pour induire
I’expression de MMP-3 dans les lymphomes. De plus, les cytokines inflammatoires
n’ont pas encore été analysées dans ces lignées cellulaires quant a I'induction de

I’expression de MMP-3 et la déméthylation de son promoteur. Dans notre laboratoire, il
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a déja été démontré qu’un contact avec les cellules endothéliales était requis pour induire
I’expression de MMP-3 dans le lymphome [66]. La déméthylation du promoteur de
MMP-3 dans un type cellulaire tel que les lymphomes nécessiterait peut-étre un contact
avec |’environnement stromal adjacent afin d’induire son expression. Finalement, des
inhibiteurs supplémentaires, tels que les inhibiteurs d’histones déacétylases sont peut-
étre nécessaires pour favoriser la liaison de facteurs de transcription et conséquemment
Pinduction de I’expression de MMP-3.  Ces expériences permettraient donc
d’approfondir les mécanismes fondamentaux de régulation de I’expression

transcriptionnelle de MMP-3 dans les différents environnements cellulaires.

3- Les voies possibles de déméthylation de I’ADN

Méme si une enzyme de déméthylation spécifique n’a pas été encore identifiée,
la déméthylation de I’ADN pourrait étre passive et/ou active. La déméthylation passive
se produit parce que les méthyltransférases de maintenance sont inactives (ou inhibées)
durant le cycle cellulaire suivant la réplication de ’ADN. Le brin nouvellement
synthétis¢ demeure donc dans un état déméthylé. La déméthylation active de I’ADN,
quant a elle, impliquerait une ou plusieurs enzymes et se produirait indépendamment de
la réplication de I’ADN [437]. L’identité de ces enzymes engageant la déméthylation
active de ’ADN est restée nébuleuse pendant de nombreuses années. Récemment,
toutefois, certaines recherches chez les plantes ont démontré qu’une sous-famille de
glycosylases de I'’ADN pourrait effacer un profil de méthylation par I’entremise de la
voie de réparation de I’ADN par excision de bases [438]. Cette sous-famille de
glycosylases serait donc responsable, du moins dans certains cas, de la déméthylation de
’ADN. Des études suggérent qu’une déméthylation active de I’ADN chez les
mammiferes pourrait également se produire via la voie de réparation de ’ADN [439]. 1l
semble cependant que la cytosine méthylée soit d’abord convertie en thymine par
désamination avant que la glycosylase agisse. Une déméthylation active de I’ADN
pourrait ainsi se produire par désamination enzymatique d’une cytosine méthylée en
thymine, suivie d’une réparation du mismatch G/T par les glycosylases de I’ADN [440].
Récemment, des chercheurs ont proposé que dans les cellules de cancer du sein humain

en culture, DNMT3a et DNMT3b peuvent convertir la 5™C en T par désamination. La
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thymine est ensuite enlevée via la voie de réparation de I’ADN par excision de base
[441]. Malgré un besoin d’approfondir ces études, DNMT3a et DNMT3b sont capables
d’interagir avec les glycosylases de I’ADN [442, 443]. Cette interaction pourrait
expliquer I’activité de désamination provenant des DNMT3 ou alternativement, cette
interaction pourrait simplement permettre a la glycosylase de réparation d’étre recrutée
sur les cytosines méthylées afin de prévenir des mutations C-T causées par une
désamination spontanée des 5™°C.

Une autre possibilité de voie de déméthylation pourrait étre par déméthylation
oxydative. Une 5™C peut étre convertie en 5-hydroxyméthylcytosine (5"™C) par
oxydation. Des bases 5"™C ont récemment été identifiées dans les cellules souches de
mammiferes, les neurones de Purkinje et le cerveau [445, 446]. TETI1, une enzyme
dépendante du fer, peut catalyser la conversion 5™C en 5"™C dans les cellules en
culture et in vitro [446]. La 5"™C pourrait ensuite étre convertie en cytosine par
réparation de bases via les glycosylases de I’ADN telles que MBD4 (Methyl-CpG
binding domain protein 4) ou TDG (Thymine DNA glycosylase), ou encore par un
mécanisme inconnu. La 5"™C pourrait également faciliter la déméthylation passive
parce qu’elle n’est plus reconnue par DNMTI.

Nous avons effectué récemment des expériences préliminaires afin d’étudier
I’implication possible de TET1 dans les cellules HeLa (Annexe G). Nos résultats ont
démontré que de 8h a 12h aprés stimulation avec I'IL-1, combiné a la 5-aza-dC, les
niveaux protéiques de TET1 augmentent. L’oxydation des cytosines suivie d’une
réparation par les glycosylases pourrait peut-étre expliquer le statut presque totalement
déméthylé du promoteur MMP-3 dans ces cellules. Il faudrait donc évaluer I’expression
des glycosylases, par exemple, MBD4 ou TDG, suite a une stimulation dans différents
types cellulaires. De plus, une sur-expression de TET1 dans les cellules HCT116 ou
HelLa suivie d’une conversion au bisulfite de sodium permettrait de vérifier si
I’augmentation de I’expression de TET1 correle avec la diminution de la méthylation du
promoteur MMP-3. Dans leurs expériences, Tahiliani et ses collégues utilisent un
anticorps dirigé contre 5™°C et la microscopie confocale pour quantifier les cytosines
méthylées. Des digestions d’ADNg et la chromatographie par couche mince permettent

ensuite de différencier les 5™C des 5"™C suite a la transfection de TETI dans les
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cellules 293 [446]. 1l serait possible d’évaluer ces différences dans les cytosines suite a
une induction par I’'IL-1 et établir un lien entre I’IL-1 et ’augmentation des 5™°C.

Selon des études récentes, une autre voie par laquelle IL-1 pourrait engager une
déméthylation serait via Gadd45a (Growth arrest and DNA-damage inducible protein 45
alpha), une petite protéine nucléaire induite par stress cellulaire et des cytokines
inflammatoires (notamment 1’IL-1) [447, 448]. Gadd45a pourrait en effet promouvoir la
déméthylation de I’ADN [449] . Dans des expériences, la transfection de Gadd45a dans
des cellules en culture a conduit a la déméthylation de vecteurs rapporteurs méthylés et
de génes endogenes. Une réduction globale de la méthylation de I’ADN dans les
cellules transfectées a été observée, suggérant un role pour Gadd45a dans la
déméthylation globale du génome. La délétion de Gadd45a et Gadd45b par petits ARN
interférants a également permis d’observer une hyperméthylation associée a une
inactivation de génes. Il a également été démontré que Gadd45 interagit avec
I’exonucléase de réparation par excision nucléotidique XPG [449]. Toutefois, une
expérience indépendante n’a pas réussi a déterminer le role fonctionnel de Gadd45a dans
la déméthylation de I’ADN [450]. De plus, une hyperméthylation globale ou locus-
spécifique n’a pu étre observée dans les souris Gadd45a-déficientes [451]. Comme
I’expression de Gadd45a peut étre induite par les cytokines inflammatoires et la voie du
stress cellulaire, il est possible que cette derniére emprunte la voie de Gadd45a pour
déméthyler le promoteur de MMP-3. Une évaluation de I’expression de Gadd45a dans
les cellules HCT116 et HeLa pourrait ainsi confirmer le réle de Gadd45a ou une autre
enzyme de réparation de I’ADN dans la déméthylation active de I’ADN. Quoiqu’il en
soit, Gadd45a reste un geéne candidat a étudier dans son réle possible de déméthylation
du promoteur MMP-3 via I’induction par I'IL-1. 1l serait possible, par exemple, de
vérifier ’expression de Gadd45a dans les différents types cellulaires suite aux différents
traitements (via la 5-aza-dC et I'IL-1). 1l a déja été démontré que I'IL-1 induit
I’expression de Gadd45a dans les kératinocytes humains [448]. Il a également déja été
rapport¢ que I’inflammation était capable d’activer la machinerie de réponse aux
dommages a I’ADN via la voie du stress oxydatif [373, 452-453]. Par exemple, des
chercheurs ont démontré que I’expression de certains génes de la réparation de I’ADN

¢tait induite dans des cellules de foies fibrotiques et cirrhotiques [455]. Parmi ces genes
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ont retrouvait notamment certaines enzymes de réparation de I’ADN par excision de
nucléotide (XP4, RAD234, ERCCI et ERCC3). Des expériences de sur-
expression/inhibitions pourraient confirmer I’implication de ces protéines dans le
processus de déméthylation du promoteur MMP-3.

Nos observations d’une déméthylation par I’IL-1 ont récemment été rapportées
dans une expérience indépendante. Hashimoto et ses collegues ont comparé le statut de
méthylation du promoteur humain de I’IL-1p entre les chondrocytes normaux et aprés
un long traitement de ces chondrocytes articulaires avec des cytokines inflammatoires.
Leurs résultats démontrent qu’une stimulation a long terme par les cytokines
inflammatoires telles que I’IL-1 diminue le statut de méthylation de certains CpG sur le
promoteur de I'IL-1. Ils observent également cette baisse de méthylation dans des
échantillons de tissus provenant de patients atteints d’ostéoarthrite. Or, ’exposition a
long terme a I’IL-1 corréle avec une expression persistante de MMP-3 et MMP-13
[456]. L “évaluation des statuts de méthylation de ces MMP serait donc intéressante a

réalisée dans ces cellules et ces tissus.

4 Modéle hypothétique de la déméthylation du promoteur MMP-3 par I’IL-1

Malgré I’intérét qu apportent I’azacytidine et la decitabine, on en connait
trés peu sur le mode d’action moléculaire de ces agents. Il est clair que les analogues de
nucléosides ont des effets cytotoxiques et qu’ils peuvent causer une déméthylation de
I’ADN, mais leurs réponses cliniques respectives n’ont pas encore été établies [361].
Comprendre les caractéristiques de ces drogues sera donc critique pour définir les modes
d’action et pour le développement de challenges cliniques futurs. L’identification de
génes hyperméthylés qui deviennent déméthylés et réactivés par le traitement ainsi que
I’établissement d’association statistiquement significatives entre les événements de
réactivation épigénétique et les réponses des patients devraient étre des criteres
importants d’évaluations futures. Il est également important d’étre prudent dans le cas
d’une déméthylation continue a cause de I’augmentation illégitime d’événements
transcriptionnels. Des modéles de souris avec de fortes et permanentes réductions de la
méthylation de I’ADN présentent une amplification génétique et une activation

d’insertion de loci oncogéniques [361]. Des récentes études ont également permis
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d’éclaircir certaines informations sur I’induction de la réponse au dommage a I’ADN par
la décitabine [371]. Il a été démontré que la décitabine cause la formation de cassures
double-brin dans les lignées de cancers humains et que DNMT] pourrait jouer un role
dans la modulation de la réponse cellulaire au dommage a ’ADN. L’induction de
dommage par la décitabine, combiné avec un réle de DNMTI dans la réparation de
I’ADN indiquent que les patrons de déméthylation induits par la drogue pourraient étre
influencés par des mécanismes de réparation de I’ ADN [372].

La découverte de nouveaux régulateurs transcriptionnels de MMP-3 tels que la
méthylation de I’ADN et I’hypométhylation du promoteur via I’IL-1, ouvre la porte sur
d’autres mécanismes possibles de régulation. Ces mécanismes potentiels encore
inconnus peuvent réguler MMP-3 mais, compte tenu de la similitude et de la redondance
des MMP, I’étude de la régulation de chacune de ces enzymes demeure importante. La
découverte que I'IL-1 peut s’associer avec 5-aza-dC pour déméthyler le promoteur
MMP-3 ajoute un probléme supplémentaire au traitement des cancers avec tumeurs
solides. Les analogues de pyrimidine sont utilisés dans le but de réactiver les genes in
vitro et in vivo. Méme si la capacité anti-leucémique de la décitabine est connue depuis
pres de 40 ans, son potentiel thérapeutique demeure sous investigation. De nombreux
challenges cliniques ont démontré une activité positive a faibles doses de décitabine
pour le traittement des MDS, les AML et les hémoglobinopathologies, tandis que son
efficacité dans le traitement de tumeurs solides est limitée. Les réponses cliniques
semblent étre induite par des altérations épigénétiques et I’induction de I’arrét du cycle
cellulaire. Les essais cliniques récents tentent de développer un nouveau dosage, des
nouvelles routes d’administration et des combinaisons de décitabine avec d’autres
agents, incluant les inhibiteurs d’histones déacétylases [361]. Comprendre le mode
d’action des azanucléosides devrait constituer une priorité au niveau moléculaire et
clinique. Il sera important d’identifier et valider les biomarqueurs qui prédiront la
réponse du patient. Dépendamment de leur association avec la régulation épigénétique
(i.e: déméthylation des marqueurs spécifiques) ou de I’induction de ’apoptose ou
sénescence (i.e : activation de signalisation DDR), ces biomarqueurs peuvent fournir des
détails concernant les voies cellulaires qui sont influencées par les azanucléosides. De

fagon similaire, déterminer les mécanismes de résistance et la sensibilité aux
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azanucléosides permettra ultimement de mieux comprendre le(s) modes d’action(s) et
faciliter le développement de marqueurs moléculaires permettant d’établir une prédiction
de la réponse d’un patient en traitement.

Les cytokines inflammatoires sont également connues pour induire la
réponse aux dommages a I’ADN, en particulier durant le processus de sénescence
cellulaire [373]. L‘inflammation chronique est d’ailleurs associée au vieillissement et
joue une role important dans plusieurs maladies comme le cancer, I’athérosclérose et
I’osthéoarthrite [374]. Les cellules sénescentes peuvent altérer le micro-environnement
aussi longtemps qu’elles persisteront. Les génes SASP, notamment MMP-3 et IL-1,
pourraient étre constitutivement exprimés dans des cellules cancéreuses ou adjacentes a
la tumeur due & Pinduction du processus de sénescence. Nos résultats indiquent
d’ailleurs que I’expression de MMP-3 peut étre induite et persister dans les cellules
épithéliales de cancers du colon et cervical suite au traitement avec I'IL-1 et 5-aza-dC.
Il serait intéressant de vérifier ’expression de génes induits par sénescence dans les
cellules HCT116 et HeLa. Par exemple, il a été démontré que dans les cellules
sénescentes il y a induction et activation des génes p33, p2l et pl6 [457-461].
Paradoxalement, ces génes sont des cibles de I’agent 5-aza-dC.

Les protéines SASP peuvent avoir des effets bénéfiques mais aussi dévastateurs
si elles ne sont pas contrdlées. Les cellules sénescentes peuvent perturber la structure
des tissus normaux et la fonction des glandes mammaires dans les cellules en culture
[378], accélérer I’invasion des cellules transformées (essai chambre Boyden) via la
transition endothélial-mésenchymal [385], stimuler I’invasion des cellules endothéliales
(essai chambre Boyden) et I’angiogenése dans un modéle de xénogreffe [395] et
promouvoir la prolifération des cellules épithéliales malignes dans les cellules en culture
et in vivo [396, 397]. De plus, les cellules endothéliales sénescentes et les fibroblastes
sont souvent trouvées adjacentes aux tumeurs malignes chez I’humain [398, 399], et les
cellules tumorales peuvent elles-mémes entrer en sénescence in vivo chez les patients
traités par des agents chimiothérapeutiques endommageant I’ADN ou chez les souris
forcées d’exprimer le suppresseur de tumeur p53 [385, 400].

Nos résultats ont également démontré que 1’expression de MMP-3 est induite et

constitutive suite a la sur-expression de c-Jun et C/EBP. Cette induction d’expression
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est encore plus élevée lorsque 1'on combine la sur-exrpression des facteurs de
transcription avec la 5-aza-dC. La plupart des protéines SASP sont induites au niveau
de 'ARNm [385] et ’augmentation des niveaux d’ARNm dépend de NF-kB et
C/EBPB, qui augmentent I’activité des cellules sénescentes [403]. 1l semble que la
réponse des SASP soient induite par un stress génotoxique plutét qu’un arrét de la
prolifération (i.e: les inducteurs génotoxiques comme les radiations ionisantes,
I’hyperprolifération causée par un oncogéne ou des téloméres dysfonctionnels) [385,
401]. La réponse aux dommages a I’ADN (DDR) et d’autres protéines de DDR sont
requis pour I’expression des facteurs SASP, incluant les cytokines inflammatoires [401].
La DDR est une cascade d’amplification de signaux qui détecte le dommage, induit
Iarrét du cycle cellulaire et initie la machinerie de réparation de I’ADN. Si ce dommage
est trop grave, les cellules engageront I’apoptose ou la sénescence, dépendamment du
type cellulaire et/ou de la gravité du dommage. Dans le cas d’une sénescence, il ya
arrét de la croissance cellulaire et maintient de signalisation DDR chronique [462]. La
réponse DDR n’est pas le seul régulateur de la voie SASP puisque cette réponse est
activée immédiatement aprés un dommage. Or, la voie SASP se développe lentement,
généralement aprés plusieurs jours suivant le stress génotoxique [385, 401]. La voie
P38MAPK a été suggérée comme étant un régulateur accessoire de SASP. Par exemple,
il a été¢ démontré que I’inhibition de p38MAPK réduit ’expression de I’IL-8 dans les
cellules en sénescence [403] et qu’une activation constitutive de p38MAPK est
suffisante pour induire 1’arrét de croissance par sénescence via I’activation de p53 etpl6
[404-406]

Méme si les SASP sont régulées partiellement par I’activation des facteurs de
transcription, le profil d’expression global des génes acquis & la sénescence entraine
probablement des changements dans la conformation de la chromatine, qui est
caractéristique des cellules en sénescence [407-411]. Plusieurs genes codant pour les
protéines SASP, tout comme plusieurs génes MMP et cytokines, sont physiquement
regroupés dans les loci des génomes humain et de souris. Ces loci constituent des unités
d’organisation importantes de la chromatine et de contrdle transcriptionnel [411].
Globalement, si la décitabine cause des dommages & I’ ADN et induit la machinerie de

réparation et que I’inflammation chronique est un autre stimulus causant la sénescence
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des cellules et activation de la réponse aux dommages a I’ADN, il semble que des
agents pharmacologiques comme la décitabine pourrait étre ajoutés aux stimuli induisant
la cascade menant a la sénescence. Si ce lien est établi, il pourrait ajouter une
explication mécanistique par laquelle I’IL-1 peut contribuer a déméthyler le promoteur

de MMP-3 (Figure 10).
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Figure 10 : Modéle de I’implication de I’IL-1 dans la déméthylation du promoteur MMP-3,

Un stimulus causant un stress génotoxique comme la décitabine (i.e : dommage a I’ADN, perturbation de
la chromatine) active la réponse aux dommage a I’ADN (DDR) et la voie des p38MAPK. La réponse
DDR engage également la machinerie de réparation de I'ADN qui inclut Gadd45a et possiblement TET]I.
Ces derniéres pourraient peut-étre contribuer a déméthyler les promoteurs de génes comme I'IL-1 et
MMP-3. La sur-expression de ces génes induite par les facteurs de transcription incluant C/EBP, NF-xB et
¢JUN, contribue a augmenter d’avantage la production de ces génes. L’expression constitutive conduit au
développement de I’inflammation chronique des cellules et de I’induction de la sénescence et du maintient
des réponses aux dommages a I’ADN. Les informations en rouge indiquent I’ajout hypothétique de ces
éléments dans la voie menant a la sénescence.
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Les résultats du présent travail présentent I'impact de I’hypométhylation sur les
patrons d’expression des MMP, principalement MMP-3, spécifiques aux tissus. Les
résultats démontrent également que plusieurs facteurs de transcription travaillent de
concert pour augmenter I’expression de MMP-3. L’état hypométhylé accentue encore
plus la réponse de MMP-3 & des stimuli comme les facteurs de transcription AP-1, ETS
et C/EBP et une cytokine inflammatoire, I’IL-1. Les résultats obtenus via la stimulation
par I’[IL-1 et I’agent déméthylant demeurent des plus intéressants, ils permettent d’ouvrir
la voie sur d’autres mécanismes de régulation possibles soit par collaboration, ou
indépendamment les uns des autres. Finalement les résultats permettent d’approfondir
les modes de régulation transcriptionnels de MMP-3, plus spécifiquement par rapport au
type cellulaire évalué et, ultimement, au type de caner. L’étude de la régulation du
promoteur MMP-3, un promoteur MMP « classique », peut également contribuer a
comprendre les modes de régulation de certains de ses homologues, notamment MMP-9.
Méme si I’on attribue généralement aux MMP un profil tumoral, de récentes études
démontrent maintenant que certaines MMP peuvent étre anti-tumorales. De plus, la
plupart de ces études révélent que le stade de progression tumorale et le type de tumeur
contribuent a I’effet bénéfique des ces MMP. L’accumulation de ces données,
combinées aux informations fondamentales quant a la régulation des MMP, permettent
donc de progresser et d’améliorer les traitements de cancers en ciblant les effets voulus

et en diminuant les effets nocifs.
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ANNEXE A

New role for matrix metalloproteinases in metastasis.
Demers M, Couillard J, Bélanger Sand St-Pierre Y

Ma contribution dans cet article fut la rédaction de toute la partie II : Matrix
metalloproteinases (MMP) ainsi que la rédaction et la recherche du tableau 1 sur
les substrats des différentes MMP. J'ai également réalisé la figure 1 de I'article et
participé a la correction et la critique de tout 1'article.

Cet article a di étre retiré en raison de restrictions liées au droit d’auteur.

Demers M, Couillard J, Bélanger S, St-Pierre Y. New roles for matrix metalloproteinases in metastasis. Crit
Rev Immunol. 2005;25(6):493-523. DOI: 10.1615/CritRevimmunol.v25.i6.30
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ANNEXEB

Regulation of MMP-9 gene expression for the development of novel targets against
cancer and inflammatory diseases.

St-Pierre Y, Couillard J and Van Temsche C

Ma contribution sur cet article fut de réaliser la figure 1 décrivant les différents
sites de liaison et de stimulation sur le promoteur MMP-9 murin. J'ai également

participé a la correction et la critique de cet article.

Cet article a di étre retiré en raison de restrictions liées au droit d’auteur.

St-Pierre Y, Couillard J, Van Themsche C. Regulation of MMP-9 gene expression for the development of novel
molecular targets against cancer and inflammatory diseases. Expert Opin Ther Targets. 2004 Oct;8(5):473-89.
doi:10.1517/14728222.8.5.473
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ANNEXE C

Increased galectin-7 gene expression in lymphoma cells is under the control of DNA
methylation.

Demers M, Couillard J, Giglia-Mari G, Magnaldo T and St-Pierre Y

Ma contribution a cet article fut de réaliser les RT-PCR de la figure 4 C et D démontrant
’expression constitutive de #Gal-7 dans les cellules DKO comparativement aux cellules
parentales HCT116. La figure D démontre une augmentation dose-dépendante de #Gal-7

suite & une stimulation par la 5-aza-dC.
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Recent studies have reported that elevated levels of galectin-7 in different types of cancer. The mecha

nisms underlying its abnormal regulation in cancer cells remain, however, unknown. Here, we have
examined the relationship between galectin-7 and p53, a gene previously associated with upregulation
of galectin 7. While RNA and protein analyses revealed a consistent and irreversible upregulation of

Keywords: galectin 7 throughout progression of lymphoma, no correlation with p53 was found. In fact, most of
fal”c:“ 7 the lymphoma cell lines expressing high levels of galectin 7 did not express any detectable level of
p’g‘;‘p oma p53, although expressed p2 1W¥C#! gene following doxorubicin treatment, indicating that p53 was func

tional in these cells. Methylation-specific polymerase chain reaction (MS PCR) analyses rather suggested
that galectin 7 expression was associated with changes in DNA methylation. This conclusion was sup
ported by data using demethylating agent 5 aza-dC. Furthermore, disruption of the DNA methylases
dnmt] and dnme3a induced galectin-7. Collectively, our data suggest that abnormal expression of galec
tin 7 in lymphoma cells is not dependent on p53, but is rather associated with DNA hypomethylation

DNA methylation

Introduction

Galectins are carbohydrate-binding proteins with an affinity for
B-galactosides. To date, 14 mammalian galectins have been identi-
fied and scveral have been shown to play an important role in
physiological processes, such as embryonic development, wound
healing, apoptosis, immune response, and cancer [1].

Although galectin-7 was initially described as a marker of the
differentiation of keratinocytes by Madsen and colleagues [2,3],
galectin-7 expression can be found in the sheath of the hair follicle,
in the esophagus and oral epithelia, in the cornea, and the Hassal's
corpuscles of the thymus [4]. It has been shown to be essential in
epithelial cell migration and in the re-epithelization of corneal
and/or epidermal wounds [5,6]. Its expression is also strongly asso-
ciated with UVB-induced apoptosis in epidermis since sunburn cell
corresponding to apoptotic keratinocytes express abnormally high
levels of galectin-7 [7]. In fact, galectin-7 was almost exclusively
considered negative regulator of cell proliferation since its discov-

Abbreviations: 3-aza-dC, deoxyazacytidine; doxo, doxorubicin; MS-PCR, methyl-
sensitive PCR.
» Corresponding author. Address: INRS-Institut Armand-Frappier, 531 Boul Des
Prairies, Laval, Que, Canada H7V 1B?7. Fax: +1 450 686 5501
E mail address: yves st-pierre@iaf inrs.ca (Y. St-Pierre).
! Present address: CBR Institute for Biomedical Research, Harvard Medical School,
Boston, MA. USA.

0006-291X/$ - see front matter © 2009 Elsevier Inc. All rights reserved.
doi:10.1016/j.bbrc,2009.07.015

© 2009 Elsevier Inc. All rights reserved.

ery by the group of Bert Vogelstein as one of the 14 transcripts out
of 7202 induced in colorectal cancer cells by the expression of p53,
whose major function is to control apoptosis [8].

In sharp contrast to the intuitively negative roles played by
galectin-7 in some types of cancer, Rorive et al. [9] showed that
its expression was markedly higher in different forms of papillary
carcinomas than in benign thyroid tumors. High levels of galectin-
7 expressions have also been associated with recurrence rates and
dismal prognosis in hypopharyngeal squamous cell carcinomas
{10] and in aggressive lymphoma variants [11,12]. Moreover, sup-
pressing galectin-7 expression increased the survival of mice by
reducing the metastasis of lymphoma cells {13]. However, while
the above analyses provided evidence that galectin-7 was ex-
pressed at higher levels in lymphoma cells, the regulatory mecha-
nism associated with its abnormal expression remains unclear.
Two hypotheses have been advanced. On one hand, it is possible
that galectin-7 is induced by p53, since carlier studies on galec-
tin-7 had shown that it was one of the most abundant transcripts
induced in DLD-1 colon cancer cells infected with a replication-
defective adenovirus encoding p53 [8]. On the other hand, since
members of the galectin family have been shown to be under the
control of epigenetic regulatory mechanisms {14,15], DNA methyl-
ation could well be responsible for the upregulation of galectin-7 in
aggressive lymphoma cells. In the present work, we have examined
whether these two mechanisms are associated with the abnormal
galectin-7 expression patterns in lymphoma cells.
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Materials and methods

Cell lines and reagents. The lymphoma cell lines were established
as described [16]. The human Jurkat T lymphoma cell line and Raji
B lymphoma cell lines were purchased from American Type Cul-
ture Collection (Rockville, MD). The human 1ICT116 parental and
double knock-out (DKO) cell were a generous gift from Dr. Bert
Vogelstein (John Hopkins University). Horseradish peroxidase-con-
jugated donkey anti-rabbit secondary antibodies were obtained
from Amersham (Amersham Pharmacia, QC).

In vivo selection of highly aggressive mouse lymphoma cell lines.
The aggressive 164T2511 (S11) and 164T2519 (519) cell lines were
established from serial in vivo passages (11 and 19, respectively) of
the parental 164T2 line in young adult C57BL/6 males using the
spleen as the organ from which lymphoma cells were harvested
following intravenous injection, as previously described [16].
Briefly, for each passage, 6- to 8-week-old mice were injected via
the tail vein with 10° lymphoma cells. When mice presented clin-
ical signs of lymphoma, they were killed and lymphoma cells were
isolated from the spleen (S) or the kidney (K). The 164T2K3.1
(K3.1), 164T2K6.1 (K6.1), 164T2K3.2 (K3.2), 164T2K6.2 (K6.2),
and 16412K9.2 (K9.2) cell lines were thus established after three,
six, and nine passages, respectively, without loss of aggressiveness.

Western blot analysis. Immunoblotting was performed using a
rabbit polyclonal anti-galectin-7 antibody (1:500) as previously
described [13] and an anti-p53 antibody (FL-393) from Santa Cruz
(Santa Cruz, CA). A horseradish peroxidase-conjugated donkey
anti-rabbit 1gG was used a second antibody.

RT-PCR analysis. Tolal RNA was isolated from cells using the Tri-
zol reagent according to the manufacturer's instructions (Invitro-
gen Canada, Inc., Burlington, ON). Two micrograms of total RNA
were reverse transcribed using the Omniscript™ reverse transcrip-
tase (QIAGEN) and PCR performed as described using previously
published primers [12,13]. Thirty cycles {for murine galectin-7
and gapdh gene amplification) and 35 cycles (human galectin-7
and p21) of amplification were performed in a thermal cycler
(model PTC-100 TM, M] Research, Watertown, MA). The amplifica-
tion for each gene was in the linear curve. PCR products were size-
separated on a 1.2% agarose gel and visualized by ethidium bro-
mide staining and UV transillumination. Loading was equalized
to the internal control mRNA (GAPDH).

DNA isolation and methylation-sensitive restriction mapping of the
galectin-7 promoter. Genomic DNA from lymphoma cells was iso-
lated using the Intergen DNA extraction kit according to the manu-
facturer’s instructions (Serologicals Corporation, Toronto, ON).
Briefly, 20-50 < 10° lymphoma cells were collected and gently
lyzed. The DNA was digested with or without restriction endonucle-
ases (Hpall or Mspl) for 3 h at 37 “C. Specific galectin-7 promoter re-
gions were amplified using specific primers (sequences are available
upon request). The optimal cycle number for PCR was determined to
be that which produced a detectable band from undigested tem-
plate but did not yield any product from DNA digested with the
methylation-insensitive isoschizomer of Hpall (Mspl). Cycles of
amplification were performed in a thermal cycler (M) Research,
Watertown, MA) using the following program: 94 °C for 0.5 min,
64 <Cfor 1 min, and 72 “C for 1 min (2 min for the —2003 nt ampli-
con) with a final extension step at 72 °C for 10 min. PCR products
were size-separated on a 1.2% agarose gel and visualized by ethi-
dium bromide staining and UV transillumination.

In vivo lymphoma. Lymphoma cells were inoculated intrave-
nously via the tail vein of 6- to 8-week-old C57BL/6 mice (5-10
mice per group;. Animals were monitored periodically for clinical
signs of lymphoid tumor growth: dyspnea, runting, and spleno-
megaly. When moribund, mice were sacrificed, and spleen, liver
and kidneys were examined and collected at necropsy.

Results
Stable and irreversible induction of galectin-7 in lymphoma cells

Normal lymphocytes or poorly aggressive T lymphoma cells,
such as the murine 164T2 parental lymphoma cells, do not express
galectin-7 | 13]. We found, however, that upregulation of galectin-7
can be triggered in aggressive variants by successive in vivo pas-
sages in normal syngeneic mice using the spleen as the target or-
gans from which the tumor cells are recovered. Here, we show
that T lymphoma cell lines established after 3-15 such in vivo pas-
sages using either the kidneys or the spleen as the target organs
constitutively express galectin-7 in contrast to their parental
164T2 cells (Fig. 1A). This upregulation of galectin-7 in variants
of 164T2 cells upon in vivo passages was highly reproducible, as
constitutive levels of galectin-7 were found after three passages
(K3 cell lines) in two independent experiments (K3.1 and K3.2
lines) using the kidneys as the organs from which the lymphoma
cells were recovered for successive in vivo passages. Western blot
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Fig. 1. Increased galectin-7 expression in lymphoma cells following in vivo
passages. In (A) galectin-7 in lymphoma cell lines isolated from in vivo passages
of the 164T2 lymphorma cell line in syngeneic C57BL/6 mice using tke (S) spleen or
the (K] kidney as the organ from whick lymphoma cells were harvested following
intraverous injection. For instance, after 11 and 19 passages, respectively, the $11
and S19 cell lines were established ir. culture and galectin-7 expressior. measured
by Western blot usirg protein from cell lysates specific polyclonal antibodies as
described. Independent cell lines were also established after three, six, and nine
passages in two independen! series of experiments using tke kidneys as the target
organ (series KX.1 and KX.3). In (B, increased metastatic dekavior of lymphoma cell
lines passages assoctated with high levels of galectin-7 [15]. Results are represen

tative of three indeperdent experiments.
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analyses showed that high levels of galectin-7 were also very sta-
ble and did not return to baseline, even after 15-19 passages,
whether they were isolated from the spleen or the kidneys, or
whether they were maintained in culture in vitro. Consistent with
previous results, higher levels of galectin-7 was associated with in-
creased aggressiveness, as injection of variants derived from either
the spleen (511 and S19) or the kidneys (K3, K6, or K9) was associ-
ated with increased tumorigenicity (p < 0.05) (Fig. 1B). No such
correlation between galectin gene expression and aggressiveness
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was observed for other members of the galectin family, such as
galectin-1 or galectin-3 (data not shown). The establishment of
such highly metastatic cell lines allowed us to investigate the
molecular mechanisms underlying the sustained expression of
galectin-7 in lymphoma cells.

The role of p53 in the control of galectin-7 gene expression in
lymphoma cells

We first examined the expression of p53 and galectin-7 inthe pa-
nel of nine lymphoma variants derived from in vivo passages of
164T2. We could not, however, find any correlation between p53
expression and galectin-7. In fact, seven out of eight lymphoma cell

A Py
A
Hpall £} 1ipall 23 1ipal) 01
': ey ‘; (113
P o
12 b &M N 21

(nd < e ey
- e, b -

A '
Hpatl Hpall

ey 2024 bp

B 164T2 sl
Py, prmmenr—
Doxo (pg/ mh0 0.5 1.0 0 05 1.0

G
>
>
a4 —p

987 bp
592 bp
287bp
877 bp

22.0 kDa— o e e ¢ (Gal-7
7.6 kDa—
98 kDa—
c Doxo treatment

< p2!
(604 bp)

<«GAPDH
(307 bp)

Fig. 2. p53 expression does not correlate with galectin-7 expression in lymphoma
cells. (A) Western blot analysis showing p53 and galectin-7 expression in T
lymphoma cell lines. Immunoblots were carried out using p53 and galectin-7-
specific polyclonal antibodies. Cos-7 cells, which express p53 constitutively, were
used as a positive control for p53 expression. {B) Western blot analysis showing
induction of p53 but not of galectin-7 following doxorubicin treatment in T
lymphoma cells. Lymphoma cell lines (164T2 and S11) were maintained in
complete medium and treared with the indicated doxorubicin concentrations.
Equal amounts of proteins (100 ug) from each sample were resolved in SDS/PAGE,
cransferred, and immunoblotted with antibodies against p53 and galectin-7.
Untreated cells were included as controls. Data are representative of three
independent experiments. (C) Induction of the p53 dependent p21*¥"/7™ gene in
T lymphoma cells by doxorubicin treatment. Lymphoma cells were treated with the
indicated concentrations of doxorubicin. At the indicated time points, cells were
lyzed and total RNA was isolated. Expression of p21*4"®! was assessed by semi-
quantitative RT-PCR. Glycesaldehyde-3-phosphate dehydrogenase (GAPDH) was
used as a control for variation in total RNA conrent.
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Fig. 3. Methylation status of galectin-7 promoter in lymphoma cells. (A) Schematic
diagram of galectin-7 promoter depicting the methyl CpG dirucleotides and the
relevant cis-acting elements. The vertical lines represent the location of CpG
dinucleotides, and the arrow indicates the approximate position of the transcription
start site. The horizonzal bars below indicate the location of the DNA fragments
amplified by methylation-sensitive restriction fingerprinting on the DNA recovered
from lymphoma cells. {B) Genomic DNA was digested with Hpall and Mspl, or
incubated withou: enzymes {control) for 3 k ar 37 °C. The presence of a 2024 bp
product after PCR amplification indicates that galectin-7 promoter was methylated
in 164T2 cells, but not in $19 cells. (C) Methylation status of individual CpG located
within specific Hpall sizes in the galectin 7 promerer of different lymphoma cell
lines was further confirmed using primers encompassing specific Hpall sites.
Undigested or DNA digested with Mspl were both used as con:rols to assess the
quality of genomic DNA source and accessibility of individual sequences to
restriction enzymes. The presence of very small amount of PCR producis most
likely reflects the fact tha: the CpG methylation level is often markedly less thar
100%. Lane M, 100 bp DNA ladder.

‘Table 1

Sequences of the oligoprimers used for DNA sequencing of p53.

Primer F Sequence 5’ — 3’ Primer R Sequence 5’ — 3’ Exon Size (bp)
MESF TCTCTTCCAGTACTCTCCTC MESR GAGGGCTTACCATCACCATC 5 204
MESF TCTCTTCCAGTACTCTCCTC ME5-6R AATTACAGACCTCGGGTGGCT 5-6 425
ME7F GCCGGCTCTGAGTATACCACCAT ME7R1 GGAAACAGAGGAGGAGACTTCAT 7 257
ME7F GCCGGCTCTGAGTATACCACCAT ME7R2 GGTAGATAGGGTAGGAAC 7 231
MESF1 TCTTACTGCCTTGTGGCTGGTCCT MESR1 CAGGTGGGCAGCGCTGTGGAAGG 8 269
MESF2 TCCCGGATAGTGGGAACCTT MESR2 GCCTGCGTACCTCTCTTTGC 8 157
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lines expressing galectin-7 did not express a detectable level of p53
(Fig. 2A), even though our variants either were selected from differ-
ent organs or originated from different in vivo serial passages. More-
over, the only variant that expressed both galectin-7 and p53
eventually lost p53 expression while remaining galectin-7 positive.

Since p53 protein has a short half-life [ 17], we examined whether
the induction of p53 could nevertheless upregulate galectin-7
expression in lymphoma cells. Lymphoma cells were thus treated
with increasing concentrations of doxorubicin (doxo), a therapeutic
drug known to induce p53 [18]. Our results showed that although
such treatment induced a strong increase in the steady-state level
of p53 at the protein level, we could not detect de novo expression
of galectin-7 in these cells (Fig. 2B). Doxorubicin treatment was,
however, able to induce the expression of the p21"V¥//C#! gepe, a
p53-dependent gene encoding a cyclin-dependent kinase inhibitor
known to mediate most of the biological effects following P53 acti-
vation (Fig. 2C) [19,20], suggesting that p53 in these cells was func-
tional. The functional integrity of p53 was further confirmed by DNA
sequencing [21] on the genomic DNA of lymphoma cell lines { 164T2,
511, and 518) expressing or nol galectin-7, using the mouse p53
genomic sequence (Accession No. mCG15749.1 and the primers
listed in Table 1). We found a complete absence of mutations in all
lymphoma lines tested in the regions of the p53 gene previously
associated with genetic alterations of p53 expression [22]. Taken to-
gether, our results suggest that upregulation of galectin-7 in lym-
phoma cells is independent of p53.

The promoter of galectin-7 gene is hypomethylated in galectin-7-
positive cells

Since members of the galectin family have been shown to be
regulated by DNA methylation, we next investigated the methyla-

cluded as an RNA loading control

tion status of CpGs located in the 2 kb 5 flanking region of the
mouse galectin-7 gene (from —2003 bp upstream to +21 bp of the
ATG start codon) in our lymphoma cell lines by Hpall-methyl-sen-
sitive PCR (MS-PCR) (Fig. 3A). We found the 2024 bp PCR product,
indicative of methylated CpG sites, only in 164T2 cells but not in its
519 variants expressing galectin-7 (Fig. 3B). Use of primer sets spe-
cific for genomic regions encompassing individual Mspl/l1pall sites
located across promoter region with genomic DNA confirmed that
164T2 lymphoma cells were methylated at all three Hpall/Mspl
sites, as evidenced by the presence of PCR of the 987 bp, 592 bp.
287 bp, and 877 bp PCR products (Fig. 3C). Similar results were
found using 267 cells, a low metastatic lymphoma line which does
not express galectin-7 (Ref. [16], and data not shown). In contrast,
methylation of these Hpall sites was not detected in any of the
variants expressing galectin-7 constitutively.

Hypomethylation induces galectin-7 gene expression in lymphoma cells

To further investigate the importance of DNA methylation in
increasing galectin-7 gene expression in tumor cells, we investi-
gated the effect of DNA demethylating drug 5-aza-dC on galec-
tin-7 expression in human lymphoma cells. Our results showed
that galectin-7 expression levels in mouse and human lymphoma
tumor cell lines markedly increased following treatment with 5-
aza-dC (Fig. 4A). Further indications that galectin-7 was under
the control of DNA methylation was obtained using the genetically
engineered double knock-out {DKO) HCT116 model, bearing dis-
ruptions in both Dnmt-1 and Dnmt-3b genes [23). Our result
showed that genetic ablation of dnmt? and dnmt3b induces a stable
and constitutive expression of galectin-7 as compared to the nor-
mal HCT116 wild-type cells (Fig. 4B). In HCT116 cells, galectin-7
expression could be induced following treatment with 5-aza-dC
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(Fig. 4C), further supporting the role of DNA hypomethylation in
the control of galectin-7 gene expression.

Discussion

In the present work, we have shown that high expression levels
of galectin-7 in lymphoma cells were associated with aberrant CpG
methylation of its promoter. Several lines of evidence converge to-
wards that conclusion: (1) methylation of the promoter inversely
correlates with expression of galectin-7; (2) treatment with deme-
thylating agent 5-aza-dC increases galectin-7 expression; and (3)
cells bearing genetic ablations of DNA methylases expressed galec-
tin-7 constitutively.

Previous studies have shown that induction of p53 expression in
DLD-1 human colon carcinoma or bladder cancer cells by gene
transfer or following drug treatment with cis-diamminedichloro-
platinum induced galectin-7 expression [8]. In lymphoma cells,
however, our data show that galectin-7 expression was not associ-
ated with p53. This view is based on the following: 1) most lym-
phoma cells expressing galectin-7 did not express p53 at a steady
state; (2) induction of a functional p53 following drug treatment
was insufficient to induce galectin-7, although it was capable of
inducing p53-related genes, such as p21. This would indicate that
the functional relationship between p53 and galectin-7 may vary
from one cell type to another. It is worth noting that we could not
find any p53 consensus binding site in the galectin-7 5’ flanking re-
gion of the galectin-7 promoter, suggesting that if p53 plays a role in
controlling galectin-7 gene activation, it probably does so via an
indirect pathway or by interacting with another transcription fac-
tor. To date, p53 has been shown to modulate the promoter activity
of galectin-3, but instead of inducing it, it has been shown to drasti-
cally down-regulate the promoter activity of this gene [24].

The implication of DNA methylation in the control of galectin-7
gene is consistent with reports on other members of the galectin
family. In the case of galectin-1, DNA methylation controls its
expression in transformed cells as well as in tumors and the deme-
thylating agent 5-aza-dC is able to reactivate its transcription in
several cell systems, including lymphoma cell [25]. Our previous
observations that hypomethylation favors the emergence of
aggressive lymphoma cells by inducing MMP-9 [26], a gene previ-
ously associated with high-grade lymphoma [27], also support this
idea. What is more, we have shown that galectin-7 induces the
expression of MMP-9 in lymphoma cells [12]. Future studies will
be needed to determine whether aberrant methylation of the galec-
fin-7 promoter may serve as a useful biomarker to predict the pro-
gression of lymphoid malignancies.

Acknowledgments

This study was supported by the Canadian Institute for Health
Research (CIHR). M.D. was supported by studentships from the
Fonds de la Recherche en Santé du Québec (FRSQ). J.C. was sup-
ported by a studentship from the CIHR. We thank Doris Legault
and Diane Tremblay for their excellent technical support, and Dr.
Edouard F. Potworowski for critical reading of the manuscript.

References

1| FT. Liu, G.A. Rabinovich, Galectins as modulators of tumour progression, Nat
Rev. Cancer 5 (2005) 29-41.

2] P. Madsen, HH. Rasmussen, T. Flint, P. Gromov, TA. Kruse, B. Honore, H.
Vorum, J.E. Celis, Cloning, expression, and chromosome mapping of human
galectin-7, . Biol Chem, 270 (1995) 5823-5829.

|27

3| T. Magnaldo, F. Bernerd, M. Darmon, Galectin-7, a human 14-kDa S-lecun,
specifically expressed in keratinocytes and sensitive to retinoic acid, Dev. Biol
168 (1998) 259-271.

4| T. Magnaldo, D. Fowlis, M. Darmon, Galectin-7, a marker of all types of
stratified epithelia, Differentiation 63 (1998) 159- 168.

5] C. Cao, N. $aid, S. Amin, HK. Wy, A, Bruce, M. Garate, D.K. Hsu, L. Kuwabara, k.1
Liu, Galectins 3 and -7, but not galectin 1, play a role in re epithelialization of
wounds, J. Biol. Chem. 277 (2002) 42299-42305.

6] Z Cao, N. Said, HK. Wy, L. Kuwabara, FT. Liu, N. Panjwani, Galectin-7 as a
potential mediator of corneal epithelial cell migration, Arch. Ophthalmol. 121
(2003) 82-86.

7| F. Bernerd, A. Sarasin, T. Magnaldo, Galectin-7 overexpression is associated
with the apoptotic process in UVB-induced sunburn keratinocytes, Proc. Nati.
Acad. Sci. USA 96 (1999) 11329-11334.

8] K. Polyak, Y. Xia, J.L. Zweier, KW. Kinzler, B. Vogelstein, A model lor p53
induced apoptosis, Nature 389 (1997) 300-305.

9] S. Rorive, B. Eddafali, S. Fernandez, C. Decaestecker, S. André, H. Kaltner, |
Kuwabara, F.T. Liu, HJ]. Gabius, R. Kiss, 1. Salmon, Changes in galectin 7 and
cytokeratin-19 expression during the progression of malignancy in thyroid
tumors: diagnostic and biological implications, Mod. Pathol. 15 (2002) 1294
1301,

10) S. Saussez, R. Kiss, Galectin 7, Cell. Maol. Lile Sci. 63 (2006) 686 697.

11] S. Moisan, M. Demers, J. Mercier, Upregulation of galectin-7 in murine
lymphoma cells is associated with progression toward an aggressive
phenotype, Leukemia 17 (2003) 751-759.

12) M. Demers, T. Magnaldo, Y. St-Pierre, A novel functior. for galectin-7
promoting tumorigenesis by up-regulating MMP-9 gene expression, Cancer
Res. 65 (2005) 5205-5210.

13] M. Demers, K. Biron-Pain, J. Hébert, A. Lamarre, T. Magnaldo, Y. St Pierre,
Decreased dissemination of T cell lymphoma by inhibition of galectin 7,
Cances Res. 67 (2007) 2824-2829.

14| G.Benverutn, M.L. Carpentieri, P. Salvatore, L Cindolo, C.B. Bruni, L. Chiariotti,
Cell-specific transcriptional regulation and reactivation of galectin-1 gene
expression are controlled by DNA methylation of the promoter region, Mol.
Cell. Biol. 16 (1996) 2736-2743.

15] KH Ruebel, L. fin, X. Qian, BW. Scheithauer, K. Kovacs, N. Nakamura, H. Zhang,
A. Raz, RV. Lioyd, Effects of DNA methylation on galectin 3 expression in
pituitary tumors, Cancer Res. 65 (2005) 1136-1140.

16] F. Aoudjit, EF. Porworowski, Y. St-Pierre, The metastatic characteristics of
murine lymphoma cell lines in vivo are manifested after target organ invasion,
Blood 91 (1998) 623 629.

17] J.P. Brown, M. Pagano, Mechanisms and degradation, Biochem. Biophys. Acta
1332 (1997) 1-6.

18] MA. Troester, KA. Hoadley, T. Sorlie, B.S. Herbert, AL Borresen-Dale, P.E
Lonning, J.W. Shay, W.K. Kaufmann, CM. Perou, Celi-type-specific responses
to chemotherapeutics in breast cancer, Cancer Res. 64 (2004) 4218
4226.

18] W.S. El Deiry, T. Tokino, V.V. Velculescu, D.B. Levy, R. Parsors, J.M. Trent, D. Lin,
W.E. Mercer, K.W. Kinzler, B. Vogelstein, WAF1, a potential mediator of p53
tumor suppression, Cell 75 (1993) 817-825.

20) JW. Harper, GR. Adami, N. Wei, K. Keyomarsi, SJ. Elledge, The p21 Cdk
interacting protein Cip1 is a potent inhibitor of Gy cyclin-dependent kinases,
Cell 75 (1993) 805-816.

21] N. Dumaz, A. Duthy, J. Ehrhart, C. Drougard, E. Appella, C. Anderson, P May, A

sarasin, L Daya-Grosjean, Prolonged p53 protein accumulation in

trichothiodystrophy fibroblasts dependent on unrepaired pyrimidine dimers

on the transcribed strands of cellular genes, Mol. Carcirog. 20 (1997 340

347.

A. Petitjean, E. Mathe, S. Kato, C. Ishioka, S.V. Tavtigian, P. Hainaut, M. Ohvier,

Impact of mutart p53 functional properties on TP53 muta.ion patterns and

tumor phenotype: lessons from recent developmenis in the IARC TP53

database, Hum. Mutat. 28 {2007} 622-629.

I Rhee, KW. Jair, RW. Yen, C. Lengauer, }.G. Herman, KW. Kinzler, B.

Vogelstein, S.B. Baylin, ICE. Schuebel, CpG methylation 1s matntained in human

cancer cells lacking dnrt, Nature 404 (2000) 10031007

22

23

[24] J. Raimond, F. Rouleux, M. Monsigny, A. Legrand, The second intron of the

human galectin-3 gere has a stror.g promoter activity dowr. regulaced by p53,
FEBS Lett. 363 (1995) 165-1689.

[25] F. Poirier, P. Bourin, D. Bladier, R. Jouberz-Caron, M. Caron, Effect of 5

azacytidine and galectin-1 on growth and differentiation of the human B
lymphoma cell line bt36, Cancer Cell Int. 1 {2001; 2.
26] E. Chicoine, P.O. Estéve, O. Robledo, C. Vanthemsche, EF. Porworowski, Y. St
Pierre, Evidence for the role of promoter methylation in the regulation of
MMP-9 gene expression, Biochem. Biophys. Res. Commun. 287 (2002) 765
772.
M. Al C. Kopitz, C. Pennington, KL. Watson, HW. Krell, W. Bode, B.
Gansbacher, R. Khokha, D.R. Edwards, A. Kruger, Increase in gelatinase
specificity of matrix metalloproteinase inhibitors correlates  with
antimetastatic efficacy in a T-cell lymphoma model, Cancer Res. 62 (2002)
5543-5550.




ANNEXE D

Expression de MMP-3 dans le cancer du sein

Sein normal Carcinome mammaire

Légende : Expression de MMP-3 par immunohistochie dans des tissus mammaires normaux (AetB)et
tissus provenant de carcinomes mammaires (C et D). Expression de MMP-3 détectée avec un anticorps
dirigé contre MMP-3 (marron) et contre-coloration avec hématoxyline (bleue). Dans le sein normal,
MMP-3 se retrouve dans les cellules épithéliales luminales et myoépithéliales des lobules (A) et des
canaux (B) ; MMP-3 est également exprimée dans les carcinomes canalaires infiltrants du sein (Cet D).
(grossissement original x 200). La coloration a été effectuée par Andrée-Anne Grosset étudiante aux
€tudes supérieures sous la direction du Dr. Louis Gaboury et en co-direction avec le Dr. Yves St-Pierre.

L’étude de la régulation transcriptionnelle de MMP-3 dans les cellules de cancer du sein
est une voie intéressante entre autre parce que |I’expression élevée de la protéine MMP-3
est détectée dans plusieurs échantillons de tissus de carcinomes mammaires comparés
aux tissus normaux (Annexe D).

Il semble que I’expression de MMP-3 différe selon le type cellulaire ou selon le type ou

stade de progression du cancer. Dans certaines cellules de cancer du sein analysées,
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Iinhibiteur de méthylation 5-aza-dC n’induit pas nécessairement I’expression de MMP-
3. Dans la lignée de cancer du sein non métastatique MCF-7, 5-aza-dC induit MMP-9
mais pas MMP-3. Au contraire, dans une lignée agressive comme MDA-MB-231, une
induction dose-dépendante de MMP-3, mais pas de MMP-9, est observée suite au
traitement avec 5-aza-dC (Annexe E). Des études ont démontré que I’accessibilité du
promoteur de I’IL-6 est restreinte dans les cellules MCF-7 comparativement aux MDA-
MB-231. En effet, AP-1 et NF-kB sont capables d’induire des changements localisés de
la structure de la chromatine dans le promoteur de I’IL-6. De plus, la sur-expression de
AP-1 dans les cellules MCF-7 démontre clairement I’augmentation de 1’accessibilité de
la chromatine dans le promoteur. Le méme phénomeéne pourrait donc se produire dans le
promoteur MMP-3 et pourrait expliquer la variation d’induction d’expression dans les
deux types cellulaires suite au traitement avec I’inhibiteur de méthylation. Ces résultats
corrélent également avec 1’augmentation de I’expression de MMP-3 dans les MCF-7

suite & une transfection de c-jun (Annexe E figure C).
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ANNEXE E
La régulation de I’expression de MMP-3 par 5-aza-dC (0, 5, 10 pM) et c-Jun dans

le cancer du sein : spécificité cellulaire

A MCF-7 MDA-MB-231
5-aza-dC pM S-aza-dC pM
0 5 10

hMMP-9 (479bp) hMMP-9 (479bp)

L 8 GAPDH (307bp) mGAPDH (307bp)

B 47 c
] — Ctrl
E J I i == cJUN
% 27 —ETS
© i EEB cJUN+ETS
[ ™
©
© 20-
E
2
Q.
® 10
o
=
= 0
- + - + - +  5-Aza-dC
877bpWT AAP-1 AETS

Légende : A) Expression de hMMP-3 et h(MMP-9 dans les cellules MCF-7 et MDA-MB-231 traitées avec
0, 5 et 10uM de 5-aza-dC pendant 72h analysée par RT-PCR. GAPDH est utilisé comme contréle de
chargement. Représentatif d’au moins trois expériences indépendantes. B) Activité luciférase des
promoteurs MMP-3 WT 877bp, mutant AP-1 et mutant ETS transfectés dans les cellules MDA-MB-231
traitées ou non avec 5uM de 5-aza-dC 48h et co-transfectés ou non avec les vecteurs d’expression c-JUN
et/ou ETS. L’essai luciférase est normalisé par co-transfection du vecteur rapporteur CMV-b-galctosidase.
Représentatif d’au moins trois expériences indépendantes.
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40 # MDA-MB-231
30 | . . EMCF-7

20 +
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10 + .
o.Tm_ i; .

NT Aza NT Aza
PCDNA cJUN

C) Expression de hMMP-3 dans les cellules MCF-7 traitées avec 5uM de 5-aza-dC (aza) et suite a une
transfection de vecteur d’expression cJun. Les analyses d’expression ont été réalisées par RT-PCR apres
8h, 24h et 48h de 5-aza-dC et de sur-expression de cJun. D) Activité luciférase généré par la transfection
transitoire du vecteur rapporteur luciférase flanqué de répétitions de sites consensus pour le facteur de
transcription AP-1 dans les cellules MDA-MB-231 et MCF-7 transfectées avec le vecteur d’expression
cJun ou le vecteur témoin (PCDNA). Les cellules ont été traitées ou non (aza ou NT respectivement) avec
5uM de 5-aza-dC 48h. L’activité AP-1 est calculé par essai luciférase et normalisée par co-transfection
avec le vecteur CMV-B-galactosidase. Les résultats sont représentatifs d’au moins trois expériences
indépendantes.
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ANNEXE F

Stromélysines : I’homologie s’arréte a la séquence

A - - = o= + + + + 5-Aza-dC 5pM
- - 4+ 4+ - - 4+ + ¢JUN

hMMP-3 310bp

- hMMP-10 200bp

GAPDH 307bp

5-aza-dC
B (10uM)

M _ Jun _ Jun oy

hMMP-3 (310 bp)

GAPDH (307 bp)

Légende : A) Expression de hMMP-3 et hMMP-10 analysée par RT-PCR dans les lymphomes B Raji
traitées ou non avec 5-aza-dC pendant 48h et transfectées ou non avec le vecteur d’expression cJUN ou le
vecteur témoin PCDNA. B) Expression de hMMP-3 et hMMP-10 analysée par RT-PCR dans les cellules
HCT116 traitées ou non avec 5-aza-dC pendant 48h et transfectées ou non avec le vecteur d’expression
cJUN ou le vecteur témoin PCDNA. Le témoin cellulaire positif pour I’expression de MMP-3 et MMP-10
utilisé est la lignée d’astrocytes A172 (ctrl). L’expression de GAPDH est utilisée comme contrdle de
chargement et le marqueur 100bp (M) est utilisé comme échelle de chargement. Les résultats sont

représentatifs d’au moins trois expériences indépendantes.
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C) Activité des promoteurs hMMP-3 et hMMP-10 suite a une transfection transitoire des promoteurs
luciférase dans les cellules HCT116. Les deux promoteurs ont la méme longueur : MMP-3 (+11 a -
866bp) ; MMP-10 (+4 a -873bp). D) Activité des promoteurs MMP-3 et MMP-10 dans les cellules
HCT1 16 suite a une transfection transitoire des promoteurs luciférase MMP-3 et MMP-10 et transfection
transitoire du vecteur d’expression cJUN (Jun) ou du vecteur témoin PCDNA (Control). L’activité des
promoteurs est calculée par essai luciférase et normalisée par co-transfection du vecteur CMV-f-
galactosidase. Les résultats sont représentatifs d’au moins trois expériences indépendantes.
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Les différences dans les patrons d’expression de MMP-3 sont observées dans les
cellules de lymphomes. L’enzyme hautement homologue, MMP-10, est induite de fagon
dose-dépendante dans ces cellules. Depuis longtemps, les MMP ont été identifides
comme €tant des enzymes augmentant le pouvoir métastatique de ce type de cancer. Les
résultats préliminaires obtenus suite & une stimulation des modeéles cellulaires RAJI et
RAMOS (Annexe F) par 5-aza-dC démontrent que I’expression de MMP-10 est induite
de fagon dose-dépendante mais pas MMP-3. De plus, une co-stimulation par inhibiteur
de méthylation et la sur-expression de c-jun n’a pas réussi, contrairement aux cellules
HCT116, & induire ’expression de MMP-3. En revanche, I’expression de MMP-10 est
induite de fagon synergique par ce méme traitement. Or, une analyse préliminaire du
statut de méthylation du promoteur MMP-3 dans les cellules RAJI démontre que les
premiers CpG sont hautement méthylés (CG76, 81 et 121). Cependant, la déméthylation
du promoteur MMP-3 ne semble pas suffisante pour induire sont expression. Afin
d’expliquer cette réponse, qui semble spécifique au type cellulaire (lymphomes versus
fibroblastes), il serait intéressant d’étudier et de comparer d’abord les patrons de
méthylation des deux stromélysines pourtant hautement homologues en séquence
protéiques et dont les génes sont localisés dans la méme région du chromosome.
L’accessibilité du promoteur MMP-3 semble restreinte dans les lymphomes et suggére
que des facteurs supplémentaires soient nécessaires pour générer I’induction de son
expression (par exemple, le facteur de transcription ETS ou des inhibiteurs d’histones
déacétylases). De plus, les cytokines inflammatoires n’ont pas encore été évaluées dans
ces cellules. L’inflammation ou un contact cellulaire avec des cellules épithéliales (ce
dernier a été démontré dans notre laboratoire) permettrait peut-étre I’induction de

I’expression de MMP-3.
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ANNEXE G

TET 1: mécanisme possible de déméthylation par I'IL-1

Légende : Expression de TET1 analysé par immunobuvardage de type Western dans les

cellules HeLa traitées ou non avec SpM de 5-aza-dC 48h et différents temps de
stimulation d’IL-1p (10ng/ml). L’actine est utilisée comme contréle de chargement M:
marqueur.

Ligne 1 : Non traitées

Ligne 2 : 5-aza-dC 5pM 48h

Ligne 3 : IL-1 20h

Ligne 4 : 5-aza-dC 48h + IL-1 1h

Ligne 5 : 5-aza-dC 48h + IL-1 2h

Ligne 6 : 5-aza-dC 48h + IL-1 4h

Ligne 7 : 5-aza-dC 48h + IL-1 8h

Ligne 8 : 5-aza-dC 48h + IL-1 12h

Ligne 9 : 5-aza-dC 48h + IL-1 20h

Ligne 10 : cellules t¢émoins pour TETT : cellules ES
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Nous avons effectué récemment des expériences préliminaires afin d’étudier
implication possible de TET1 dans les cellules HeLa (Annexe G). Nos résultats ont
démontré que de 8h a 12h aprés stimulation avec I’IL-1, combinée a la 5-aza-dC, les
niveaux protéiques de TET1 augmentent. L’oxydation des cytosines suivie d’une
réparation par les glycolsylases pourraient peut-étre expliquer le statu presque
totalement déméthylé du promoteur MMP-3 dans ces cellules. 11 faudrait donc évaluer
I’expression des glycosylases, par exemple, MBD4 ou TDG, suite & une stimulation dans
différents types cellulaires. De plus, une sur-expression de TET1 dans les cellules
HCT116 ou HeLa suivie d’une conversion au bisulfite de sodium permettrait de vérifier
si I"augmentation de I’expression de TET1 corréle avec la diminution de la méthylation
du promoteur MMP-3. Il serait également intéressant d’évaluer les différences dans les
cytosines (hydroxyméthylées versus déméthylées ou méthylées) dans les différents types
cellulaires suite a une stimulation par I’IL-1, ce qui permettrait d’établir un lien entre

I’IL-1 et I’'augmentation du nombre de 5"™C.
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