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RESUME

De fagon moderne, le cancer pourrait &tre défini comme étant un ensemble de signatures
moléculaires précises contribuant a 1’élaboration de processus favorisant la mise en place
d’un phénotype tumoral agressif. Parmi ces signatures moléculaires, la métalloprotéinase
membranaire de type 1 (MT1-MMP) se démarque tant par son r6le dans le caractére invasif
des tumeurs que par son implication dans diverses voies de signalisations impliquées dans la
progression tumorale et dans la résistance aux traitements. Reconnue surtout pour sa fonction
catalytique, la MT1-MMP est surexprimée dans la plupart des cancers et contribue a la
formation de métastases et & I’invasion tumorale en dégradant plusieurs composantes de la
matrice extracellulaire. De plus, des études récentes ont documenté sa participation active
dans plusieurs cascades de signalisation intracellulaire impliquées dans la chimiorésistance
et la progression tumorale. Les mécanismes en jeu demeurent toutefois peu documentés.
Récemment, il a été montré que la MT1-MMP, via son domaine cytoplasmique, était
impliquée dans I’inflammation et ’autophagie, deux processus cellulaires importants
contribuant activement & la progression tumorale des carcinomes hépatocellulaires. Ces
tumeurs malignes représentent la cinqui¢me cause de mortalité par le cancer au niveau
mondial. Leur croissance est favorisée par un microenvironnement inflammatoire chronique
et un niveau d’autophagie élevé contribuant a la chimiorésistance et rendant la plupart des
traitements inefficaces. En effet, I’autophagie est un mécanisme de dégradation lysosomale
qui permet un apport énergétique complémentaire a 1’angiogenése favorisant la croissance
des tumeurs. L’autophagie intervient également en réparant les organelles endommagées par
des agents thérapeutiques permettant a certaines cellules de survivre et favorisant une
chimiorésistance tumorale secondaire. Nous avons donc utilisé¢ un modéle cellulaire HepG2
représentatif des hépatomes afin d’étudier I’implication de la MT1-MMP dans ces processus.
11 devient donc impératif de mieux comprendre les mécanismes moléculaires de signalisation
impliqués entre la MT1-MMP, I’inflammation et 1’autophagie, dans le but d’améliorer les
modalités thérapeutiques envers les hépatomes par un ciblage pharmacologique plus précis.
La minocyline, un antibiotique de la famille des tétracyclines, est généralement utilisée pour
son action bactériostatique et anti-inflammatoire. Elle posséde également la capacité
d’inhiber 1’expression génique de la MT1-MMP.

La premiére partie de mon mémoire a pour objectif d’étudier la régulation transcriptionnelle
de la MT1-MMP ainsi que de ses fonctions de signalisation dans linflammation et
I’autophagie dans les cellules HepG2. Nous avons donc stimulé I’expression de la MT1-
MMP par la concanavaline A (ConA), une lectine reconnue pour induire un phénotype
inflammatoire et autophagique. Nous confirmons que la MT1-MMP est effectivement
requise dans 1’induction du phénotype inflammatoire et autophagique par la ConA. En effet,
I’induction par la ConA du biomarqueur inflammatoire COX-2, ainsi que la formation de
vacuoles acides et du biomarqueur autophagique BNIP3 sont antagonisés lorsque
I’expression de la MT1-MMP est réprimée. NANOS1 et STAT3 ont été identifiés comme
régulateurs transcriptionels de la MT1-MMP dans son mécanisme d’induction par la ConA.
Nous mettons également en évidence 1’implication d’un axe de signalisation entre NANOS1
et STAT3. Finalement, nos résultats suggérent que la minocycline antagonise ’induction de
- vacuoles acides et I’expression de BNIP3 et COX-2. La minocycline inhibe directement




Iexpression génique de NANOS1 et MT1-MMP dans une condition basale sans traitement &
Ja ConA et elle empéche la phosphorylation de STAT3 induite par la ConA. A la lumiére de
nos résultats, nous mettons donc en évidence un nouveau mécanisme d’action de la
minocycline dans la cascade de signalisation induite par la ConA et impliquant MT1-MMP,
Nous suggérons aussi de poursuivre 1’étude de 1’évaluation de la minocycline dans le
traitement des hépatomes humains.

Mots clés : MTI-MMP, NANOSI, Hépatome, Autophagie, Inflammation, ConA,
Minocycline



CHAPITRE I
INTRODUCTION
1.1 Le cancer
1.1.1  Statistiques et pronostique

Le cancer est l'une des principales causes de mortalité au niveau mondial, ce qui en fait une
priorité dans la recherche médicale moderne. En effet, selon l'organisation mondiale de la
santé (OMS), le cancer est & l'origine de 7.6 millions de décés annuellement et devrait
dépasser la barre des 16 millions de décés en 2030. Si l'on regarde de plus prés les
statistiques de I'OMS, 70% des décés par cancer sont survenus dans des pays a4 faibles
revenus. Il est alors possible de penser que l'efficacité limitée des traitements en place,
couplée & des budgets plus limités en recherche est en cause. Il est également pertinent de
mentionner que 30% des cancers sont aftribuables 4 5 principaux facteurs de risque
comportementaux, soit : un indice de masse corporelle élevé, une faible consommation de
fruits et légumes, un manque d'exercice physique, au tabagisme et & une consommation
d'alcool (Danaei et al, 2005; Rajarajeswaran et Vishnupriya, 2009). 70% des cancers restants
sont donc de nature aléatoire. Si I'on observe la situation en chiffre au canada (Figure 1.1a),
187 000 Canadiens recevront un diagnostic de cancer en 2013 et 37% vont en mourir
(Société Canadienne du Cancer). En constatant 'ampleur de la situation, il devient donc
impératif d'accentuer les recherches en vue d’une meilleure compréhension des mécanismes
moléculaires impliqués dans la cancérogénése. Ceci permettra le développement d'agents

pharmacologiques et de traitements thérapeutiques d'efficacité supérieure.

La répartition des types de cancer est trés variable selon I'dge des personnes atteintes. En
effet, le cancer du systéme nerveux central (SNC) représente la deuxiéme cause de cancer
(19% des cas) chez les sujets 4gés de 0 a 14 ans, alors qu'il représente moins de 5% des
cancers entre 15 et 70 ans (Statistique Canada, 2013). Si l'on compare les autres types de

cancer, il est facile de constater une grande variabilité, ce qui indique que 1'4ge est un facteur




important dans le développement de certains cancers. Les pronostics de survies sont
également trés variables selon le type cancer. La moyenne de rémission est d'environ 63%
sur 5 ans tous cancers confondus. L'évolution de la recherche et des progreés technologiques
ont permis aux personnes atteintes d'un cancer de voir leurs taux de survie augmenter de 7%,

entre 1992 et 2008 (Figure 1.1b).

Selon la Société Canadienne du Cancer, plusieurs facteurs peuvent influencer le taux de
mortalité. Il s'agit en fait d'une combinaison de variables complexes selon le type de cancer.
Parmi ces variables, cinq facteurs ont un impact significatif sur le taux de mortalité (OMS).
1) la catégorie histologique de la tumeur (Figure 1.2a), qui regroupe les différentes
composantes de la tumeur (Pichler et al, 2012); 2) le stade de la tumeur, qui comprend
I'emplacement et la taille de la tumeur qui sont des facteurs déterminants du taux de survie
relatif (Figure 1.2¢). Par exemple, un cancer confiné dans son organe d’origine, sera moins
invasif qu'un cancer qui s'est propagé dans un emplacement éloigné (Farias-Eisner et al,
1994); 3) le modéle de croissance de la tumeur (Koontongkaew, 2013); 4) le stade de
dépistage du cancer (Figure 1.2b), la présence et l'absence de symptdmes et marqueurs
tumoraux ont une grande influence. Par exemple, I'absence de symptomes et le diagnostic a
un stade tardif du cancer du pancréas, sont les principales causes du faible taux de survie
(Mysliwiec et Kedra, 2008); 5) le choix du traitement et la réaction au traitement du sujet. Le
choix initial de traitement est crucial, par exemple, un traitement trop faible de
chimiothérapie peut engendrer un phénoméne de chimiorésistance qui va diminuer
l'efficacité des futures doses administrées. En effet, la cellule cancéreuse résistante sera alors
capable de rejeter l'agent pharmacologique. Les conséquences de ce rejet forcerait a utiliser
des doses plus élevées mais moins efficaces, jusqu'au point d'atteindre une dose létale pour
l'individu (Foo et Michor, 2010).




Proportion des décés attribuables au cancer et & d"autres causes, Taux de survie relative 3 cing ans (%)
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Figure 1.1 : Statistiques sur le cancer au Canada. A) Principales causes de mortalités en

2007. B) Evolution du taux de survie relative 3 5 ans par type de cancer entre 1992 et 2008.

[Adapté de Statistique Canada]




Grade | Grade 1 Grade Hl  Grade IV
. %

Tumeur b i!g;z;l;quz Critires histologiques

Astrocytome 1 Prolifération celhilaire 89.3%
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Figure 1.2 : Exemples de caractéristiques permettant la classification des tumeurs. A)
Analyse histologique de tissus cérébraux présentant des tumeurs 1) Tumeur modérément
composée d’astrocytomes uniformes. 2) Astrocytomes hyperchromatiques avec noyaux
irréguliers. 3) Astrocytomes avec anaplasie de haut grade 4) Glioblastomes & cellules
géantes, B) Imagerie par résonnance magnétique cérébrale de glioblastome & cellules
géantes. C) Exemple de classification de tumeurs cérébrales en fonction des critéres

histologiques et taux de survie a 10 ans.

[Adapté de Gomori et al, 2012; Lrhezzioui et al, 2007]




1.1.2 Meécanisme de la cancérogenése .

Le cancer peut étre défini comme une maladie caractérisée par une perte de régulation de la
cellule elle-méme, qui se traduit par une prolifération cellulaire incontr(“)lfée au sein d'un tissu
normal de l'organisme. Cette prolifération anarchique va menacer la survie de ce tissu. Les
cellules cancéreuses proviennent toutes d'un méme clone d'origine, c'est-a-dire par divisions
successives d'une seule cellule transformée ou maligne. En effet, la transformation
phénotypique d'une cellule saine en cellule cancéreuse est caractérisée par six changements
biochimiques fondamentaux (Hanahan et Weinberg, 2011) : 1) Perte de régulation des
signaux de la prolifération cellulaire; 2) Insensibilité aux signaux antiprolifératifs; 3)
Capacité de réplication illimitée (immortalisation); 4) Capacité d'échapper a la mort
cellulaire programmée (apoptose); 5) Capacité de néoangiogénése; 6) Acquisition d'un

potentiel invasif et métastasique (figure 1.3a).

Le processus de cancérogénese correspond chronologiquement & l'altération de la cellule
saine jusqu'a la tumeur. Il s'agit d'un processus complexe séparé par trois étapes distinctes:
l'initiation, la promotion et la progression (Hennings et al, 1993; Moustacchi, 1998).
L'initiation (étape irréversible) est la phase initiale qui ne concerne qu'une seule cellule qui a
subi des altérations génétiques par des agents carcinogénes (chimiques, physiques ou
génétiques). En effet, ces altérations vont résulter en un gain ou une perte de fonctions
cellulaires comme l'activation ou la répression d'oncogénes ou de génes suppresseurs de
tumeurs. La conséquence ultime sera la perte d'homéostasie et 'immortalisation cellulaire.
Dans la deuxiéme étape (promotion), la cellule acquiert par mutations successives des
caractéristiques qui vont lui permettre de créer un cancer, c'est le stade d'expansion clonale.
En effet, c'est au cours de cette étape que les cellules « initiées », ayant échappé au processus
de réparation ou de mort, vont proliférer. Cette prolifération anarchique est alors
conséquente de nouvelles mutations de I'ADN qui sont causées par différents agents
promoteurs tels que le tabac, radiation, agents hormonaux, etc. Cette étape est toutefois
réversible. A ce stade, on dit que le cancer est infraclinique, car I'environnement des cellules
cancéreuses est non coopératif. En effet, l'environnement des cellules cancéreuses ne fournit -

pas les nutriments et le soutien requis pour leur développement. Le cancer n'évolue pas ou
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trés lentement a ce stade. Dans la derni¢re étape, que l'on nomme progression ou
tumorogeneése, les cellules filles du clone transformé sont sélectionnées pour donner des
clones malins qui auront la possibilité d'acquérir des propriétés leur permettant de coloniser
d'autres sites que leurs emplacements originaux, c'est le phénomeéne de métastase. Il s'agit du

développement du cancer donnant des signes cliniques.
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Figure 3 : Caractéristiques acquises des cellules cancéreuses et étapes de la
carcinogenése. A) Les 6 principales caractéristiques acquises par les cellules cancéreuses
qui les différencient des cellules normales. B) Les 3 ¢étapes chronologiques de la
cancérogenése. La premiére étape consiste en une agression de la cellule saine par un
carcinogéne qui cause une lésion a I'ADN qui ne sera pas réparé. Dans la seconde étape
(promotion), la cellule initiatrice (clone), sous l'action d'agents promoteurs de tumeurs, va
étre sélectionnée. La derniére étape est la phase de progression, elle est caractérisée par une
cellule ayant acquise toutes les caractéristiques requises pour son développement en tumeur

maligne.

[Adapté de Centelles, 2012; Hanahan et Weinberg, 2011]



1.1.3 Mgétastase et invasion tumorale

Les métastases cancéreuses correspondent a la croissance d'une cellule tumorale & distance
du site original, formant des foyers tumoraux secondaires. En effet, les cellules cancéreuses
peuvent se détacher et migrer dans d'autres organes, via la circulation lymphatique et/ou
sanguine (Suyama et al, 2004). La formation de métastases requiert plusieurs processus dont
l'invasion tumorale souvent confondue a tort avec le terme métastase. L'invasion tumorale
est une étape distincte qui est définie comme la capacité des cellules cancéreuses a infiltrer
les tissus avoisinants (Leber et Efferth, 2009; Yamaguchi et al, 2005). La premiére étape de
l'invasion locale est le franchissement dé la membrane basale qui va permettre aux cellules
cancéreuses d'envahir des structures tissulaires proches. Le mécanisme d'invasion met en jeu
principalement trois mécanismes clefs (Figure 1.4): 1) L'interaction des cellules cancéreuses
avec les composantes de la matrice extracellulaire. Les cellules cancéreuses vont alors
modifier leur ancrage a la matrice extracellulaire. Morphologiquement, le tissu sain est
composé de cellules lides entre elles et & la matrice extracellulaire par des systémes de
jonctions et des molécules d'adhésion. La modification des niveaux d'expression de
molécules d'adhésion résultant en une diminution des jonctions intercellulaires modifie
l'ancrage cellulaire.2) Dégradation de la matrice extracellulaire : la dégradation de la
membrane basale et de la matrice extracellulaire est réalisée par l'intervention de certaines
enzymes protéolytiques matricielles (MMP) sécrétées par les cellules cancéreuses. 3)
Migration des cellules cancéreuses. La migration’des cellules cancéreuses fait intervenir une
accumulation de microfilaments sous la membrane plasmique qui va permettre des
déplacements par pseudopodes. Les cellules qui ont réussi a franchir la membrane basale
pourront migrer & proximité des vaisseaux sanguins et étre véhiculées vers un nouveau tissu
(Friedl et Wolf, 2003; Kramer et al, 2013).
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Figure 1.4 : Résumé des étapes de formation de métastases via la circulation sanguine.
Dans un premier temps, la tumeur primaire va subir une vascularisation nécessaire a sa
croissance. La cellule cancéreuse va dans un deuxiéme temps se détacher et migrer a
I'intérieur du vaisseau sanguin, ce phénoméne est appelé intravasation. La cellule via la
circulation sanguine pourra alors venir adhérer 4 un site secondaire et pénétrer les tissus par

extravasation. Une tumeur secondaire est alors formée.

[Adapté de Wirtz et al, 2011]



1.14 Angiogenése tumorale

L'angiogeneése est définie comme étant la croissance de nouveaux vaisseaux sanguins & partir
des vaisseaux préexistants, on parle alors de néovascularisation. Il s'agit d'un processus
physiologique important permettant la formation du réseau vasculaire, qui est indispensable
pour alimenter les tissus en oxygene et en nutriments, via la circulation sanguine. En effet,
l'angiogenése est importante non seulement pour I'embryogenese, mais également pour les
pr(;cessus de réparation tissulaire post-ﬁaumatiques (Papetti et Herman, 2002). Toutefois,
elle devient pathologique notamment dans le cancer ou elle permet 4 la tumeur de s'alimenter
et de grossir. La prolifération des cellules tumorales provoque leur éloignement de la
circulation sanguine et par conséquent, lorsque lg tumeur atteint une certaine taille (1-2
mm’), elle n'est plus alimentée convenablement ce qui provoque son arrét de croissance
‘(Papetti et Herman, 2002). Afin que la croissance se poursuive, les tumeurs doivent acquérir
une capacité de stimulation angiogéniqué. L'angiogenese est donc peu présente dans la phase
pré-invasive, mais devient massive lors de la phase invasive et métastasique. On appelle ce

passage «Switch» angiogénique (Bergers et Benjamin, 2003).
1.1.5 Régulation de I’angiogenése

Les tumeurs ayant atteint la taille critique de 1-2 mm’ vont dépendre de leur capacité
angiogénique afin de poursuivre leur croissance. Seulement une faible proportion des
tumeurs dormantes va entrer dans cette phase de croissance (figure 1.5). Le «Switch»
angiogénique est principalement contrdlé par un équilibre entre les facteurs pro et anti-
angiogéniques de l'environnement tumoral (Figure 1.6a) (Baeriswyl et Christofori, 2009). Le
mécanisme précis demeure toutefois encore mal compris et plusieurs questions demeurent
encore sans réponse. En effet, on ne s;ait toujours pas quel est I'événement initiateur du
«Switch» angiogénique ni également pourquoi certaines cellules restent en quiescence alors

que d'autres progressent (Bergers et Benjamin, 2003).

L'hypoxie est le principal signal déclencheur de l'angiogenése. En effet, le manque en

oxygéne des cellules cancéreuses va causer un déséquilibre qui va déclencher des voies
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métaboliques adaptatives complexes régulées par des protéines de la famille des HIF
«hypoxia inducible factor». Les HIF sont synthétisées et dégradées en permanence dans des
conditions physiologiques normales par des hydroxylases qui nécessitent de I'oxygéne pour
fonctionner. Dans des conditions d'hypoxie, les HIF ne sont plus dégradées par ces enzymes
non fonctionnels et elles seront alors transloquées vers le noyau cellulaire ou elles se fixeront
sur différentes régions re’gulaitrices de 'ADN (Breier et al, 2007; Pugh et Ratcliffe, 2003).
Parmi ces régions régulatrices, le HIF va induire la transcription du Facteur de croissance de
I’endothélium vasculaire (VEGF) qui est présent en plusieurs isoformes et constitue le
facteur de croissance clé¢ dans le processus angiogénique. Les cellules cancéreuses vont alors
sécréter le VEGF dont la liaison a4 son récepteur VEGFR enclenchera le processus de
néovascularisation. Les récepteurs du VEGF sont des récepteurs a activité tyrosine kinase
présents sous différentes isoformes (Figure 1.6b) a la surface des cellules (Ferrara et al,
2003). Il existe un marché spécifique pour la synthése d'inhibiteurs pharmacologiques contre
les différents récepteurs VEGFR. En effet, leur inhibition spécifique permettrait de bloquer
le processus de vascularisation et par.conséquent d'empécher la tumeur de s'alimenter
(Moreira et al, 2007). La famille des métalloprotéinases matricielles (MMP) joue également
un rble important au niveau de l'angiogenése. Non seulement ces MMPs sont indispensables
3 la dégradation de la MEC, mais elles permettent également la sécrétion de facteurs de

croissance pro-angiogéniques (Rundhaug, 2005).
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Figure 1.5 : Représentation simplifi¢e de la phase de croissance angiogénique. La
tumeur en hypoxie va sécréter le facteur de croissance VEGF qui va se lier a son récepteur
VEGFR et initier une cascade de signalisation menant 4 la synthése de nouveaux vaisseaux
sanguins. La tumeur sera alors alimentée de fagon appropriée et pourra poursuivre sa

croissance.

[Adapté de Bergers et Benjamin, 2003]
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Figure 1.6 :

signalisation permettant d’initier 1’angiogenese.

[Adapté de Shibuya, 2006; Zetter, 2008]

Le «Switch» angiogénique et les principaux récepteurs de facteur de
croissances endothéliaux. a) Les principales molécules activatrices et inhibitrices
impliquées dans la balance angiogénique. b) Les 3 principaux récepteurs de la famille
VEGEFR et leurs principaux ligands. VEGFR1 et VEGFR2 sont les principaux récepteurs

impliqués dans l'angiogénése tumorale. Une fois activés, ils vont initier une cascade de
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1.1.6 Contribution de 1’inflammation dans le cancer

L'inflammation aigu€ est un processus immunitaire de défense de 1'organisme face a diverses
agressions: agents pathogénes (bactéries, virus), allergie, brillure, traumatisme (Medzhitov,
2008). Elle est caractérisée par cing signes cliniques communs, soient, une rougeur, un
gonflement, une sensation de chaleur, de la douleur et par une altération de la partie
inflammée. Le mécanisme inflammatoire comporte deux étapes, une phase vasculaire et une
phase cellulaire (Eming et al, 2007; Libby, 2007). La phase vasculaire permet une
vasodilatation et une augmentation de la perméabilité vasculaire. La phase cellulaire est
caractérisée par une vasodilatation locale qui a pour conséquence d'augmenter l'afflux
sanguin a la région touchée et permet le transport massif de molécules nécessaires a la
guérison. Toutefois, lors de linflammation chronique, le processus inflammatoire se
prolonge tant que les stimuli persistent et sont a l'origine de nombreuses maladies telles que
l'obésité, les troubles cardiovasculaires, immunitaires, la dégénérescence du systéme nerveux
central et le cancer (Wu et al, 2013). Plusieurs études ont montré un lien étroit entre une
inflammation chronique et divers cancers (Coussens et Werb, 2002). En effet, le systéme
inflammatoire peut contribuer de plusieurs fagons 4 la cancérogenése et a l'agressivité de
divers cancers (Figure 1.7a). Par exemple, le cancer du foie survient fréquemment dans un
contexte d'inflammation des tissus hépatiques qui va engendrer I'émergence de cellules
tumorales (Berasain et al, 2009). Parmi les nombreux mécanismes proposés, l'inflammation
induirait l'expression d'un micro-ARN (miR-155) qui est impliqué dans la régulation de
nombreux processus de réparation de ' ADN, ce qui aurait pour conséquence d'augmenter le

nombre de mutations géniques favorisant I'apparition de cancer (Tili et al, 2011).

1.1.7 Expression et régulation de la COX-2 dans le cancer

La protéine Cox-2 fait partie de la famille des cyclo-oxygénases qui comporte trois
isoformes (Cox-1, Cox-2 et Cox-3). Cox-1 et Cox-2 possédent des structures similaires et
convertissent l'acide arachidonique en prostaglandine (PGE2) impliquée dans la réponse
inflammatoire (Figure 1.7b). La premiére est exprimée de fagon constitutive dans la plupart

des tissus, alors que la deuxiéme est inductible par diverses molécules pro-inflammatoires et
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exprimée seulement dans certains tissus (Seibert et Masferrer, 1994). La Cox-3 découverte
récemment serait non fonctionnelle ou trés peu exprimée chez l'humain selon certains
chercheurs (Schwab et al, 2003). Selon. plusieurs études, la COX-2 est surexprimée dans
différents cancers et contribue a plusieurs étapes de la cancérogenése. En effet, sa
surexpression augmenterait l'invasion tumorale (Gee et al, 2008) et, plus important encore,

serait impliquée dans la formation de métastases (Fisher et al, 2011).

L'expression de la COX-2 est finement régulée par plusieurs voies de signalisation
impliquant des molécules telles que: WK, PKC, PKA, JNK et P38 (Cui et al, 2004; Wu et
al, 2006). Ces grandes voies ont en commun de converger vers la synthése d’AMPc
contribuant de fagon indirecte a 1’activation de COX-2 par modulation NF-kB (Kim et al,
2009). En effet, un excés d’AMPc augmente la transcription d’IKK dont son rdle est
d’activer par phosphorylation IKappaB, un régulateur négatif de NF-kB, qui sera par la suite
dégradé. Cette levée d’inhibition par IKappaB va conduire & la translocation de NF-kB dans
le noyau activant la transcription de COX-2 par liaison sur son promoteur. Certaines
molécules comme STAT-1 peuvent venir bloquer la transcription et par conséquent réguler
‘ la production de COX-2 (Zhang et al, 2007). Récemment, des études ont démontré que la
MT1-MMP qui est impliquée dans plusieurs processus importants dans l'invasion tumorale
régulerait également l'expression de COX-2 (Sina et al, 2010). La contribution de la MT1-
MMP 3 l'expression de lé COX-2 en fait une nouvelle cible pharmacologique dans le

développement de molécules anti-inflammatoires.



15

A B

Fotiaer (] o (==
. arachidonique

@ @ Constitutive O
Emd G |

Inductible 0O [
fespse) (umio) ¥
— — | Activarion de (prokcarcinogénes Prostaglandine NN o
H2 L
> =

G

YN
| e— Métabolites inflammatoires

Figure 1.7 : Influence de la COX-2 dans la progression tumorale et mécanisme
enzymatique. A) COX-2 est impliquée dans la synthése d’un ensemble d’intermédiaires de
signalisation et de pro-carcinogénes. Elle se comporte comme un promoteur de tumeurs et
participe a différentes étapes de la carcinogenése en favorisant la survie et la prolifération
cellulaires, I'immunosuppression, ’angiogenése, I’invasion tumorale et les métastases. B) La
COX-1 exprimée de fagon constitutive et la COX-2 de facon inductible, catalysent tous deux
la conversion de 1’acide arachidonique en prostaglandine H2 qui sera par la suite transformée

en divers métabolites pro-inflammatoires par diverses enzymes.

[Adapté de Rodrigues et al, 2009]
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1.2 Les thérapies anti-cancer

1.2.1 Traitements classiques

11 existe & I'heure actuelle de nombreuses possibilités de traitements contre le cancer qui vont
dépendre de plusieurs facteurs dont le type du cancer, son stade de progression, son
agressivité et les chances de survie. Les traitements seront choisis en fonction de ces
différents critéres et également en fonction de 1'4ge et de l'état de santé générale du patient.
Les oncologues doivent également déterminer le but ultime du traitement qui peut étre
préventif, curatif, ou palliatif. Les traitements peuvent étre locaux et l'on se concentre alors
sur une partie spécifique du corps, alors qu'un traitement systémique va atteindre toutes les
cellules cancéreuses présentes dans l'organisme via la circulation sanguine. Dans certains
cas, le praticien aura recours a un traitement ciblé qui a pour but d'atteindre les cellules
cancéreuses tout en €pargnant les cellules saines. Les traitements sont choisis en général
parmi six grandes classes soit : la chirurgie, la chimiothérapie, la radiothérapie, 'normonaux
thérapie, l'immunothérapie et autres traitements qui comprennent notamment Il'iode

radioactif, les thérapies cellulaires et angiogéniques (société canadienne du cancer).

1.2.2  Spécificité des traitements

La chirurgie est largement utilisée dans les cas de tumeurs localisées. Elle consiste en
l'ablation de la tumeur et permet également d'évaluer la gravité et 1'étendue du cancer.
L'avancée des techniques chirurgicales fait en sorte qu'elle est devenue beaucoup moins
invasive que par le passé. En effet, la chirurgie moderne permet d'enlever avec une grande
précision la tumeur tout en préservant l'intégrité des tissus non atteints. Toutefois, il y a
toujours un risque d'infection post opératoire et également un risque lié a l'anesthésie.
Souvent la chirurgie est accompagnée d’un traitement secondaire comme la radiothérapie
et/ou la chimiothérapie pour minimiser les récidives (Bhatnagar et Sarin, 2010; Goldfarb et
al, 2010).
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La chimiothérapie consiste en l'administration de divers agents chimiques, dont I'objectif est
de détruire les cellules cancéreuses par divers mécanismes et qui va en général impliquer un
déréglement du cycle cellulaire ou affecter la synthése d'ADN (Donnelly, 2004). Les
principales catégories d'agents utilisés sont les suivantes (Figure 1.8a): agents alkylants,
agents déréglant le métabolisme, alcaloides d'origine végétale, inhibiteurs d’enzymes
impliqués dans la réplication d'ADN et antibiotiques anti-tumoraux (Kontos et al, 2013). La
durée du traitement est trés variable et fonction du type de cancer. La chimiothérapie peut
étre également utilisée en post opération pour éviter les récidives et dans les cas de
métastases. La chimiothérapie représente également une bonne option quand la tumeur est
inopérable. Les effets secondaires liés a la chimiothérapie sont multiples : fatigue
importante, nausée, vomissement, probléme digestif et perte de cheveux. Tous ces effets sont
en général causés par le manque de spécificité des agents chimiothérapiques (Kawazoe et al,
2006; Lindley et al, 1999). En effet, les agents pharmacologiques sont rarement spécifiques a
une seule cible, ils affectent donc des cibles secondaires impliquées dans de nombreux
processus physiologiques (Liang et al, 2010). La chimiothérapie peut étre considérée comme
un traitement avec «dommages collatéraux» et l'on doit alors tenir compte du rapport
risque/bénéfice. L'avancée de la science fait en sorte qu'il est possible de constater une
augmentation importante de l'efficacité et une diminution des effets secondaires en
chimiothérapie. En effet, I’utilisation des traitements par chimiothérapie a augmenté de 24%

au niveau mondial entre 2005 et 2010 (Zaman et al, 2005).

La radiothérapie permet une destruction des cellules cancéreuses par irradiation qui va
endommager et modifier le génome de la cellule et ultimement freiner sa prolifération. La
dose est trés importante car elle doit endommager suffisamment 'ADN pour que la cellule
soit incapable de se réparer, tout en minimisant la destruction des cellules saines
environnantes. La durée du traitement est variable selon la grosseur de la tumeur, mais dure
en moyenne un & deux mois 3 raison de cinq jours par semaine. Ce type de traitement est
souvent utilisé en pré et post opération (société canadienne du cancer). Il existe plusieurs
effets secondaires classiques associés 2 l'irradiation des patients, mais le plus important est

l'apparition d'un deuxié¢me cancer dans certains cas (Yock et Caruso, 2012).
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Dans le cas de certains cancers hormonaux dépendants, comme celui de la prostate et du
sein, 'hormonothérapie peut étre utilisée. Les cellules cancéreuses vont développer des
récepteurs spécifiques qui pourront Eétre bloqués par certains agents synthétiques.
L'intervention avec ce type d'agents, va empécher la progression tumorale en modifiant
l'influence des hormones sur la division cellulaire. Les effets secondaires classiques sont
donc liés au cycle hormonal de l'individu. Ils peuvent chez I'homme provoquer une
impuissance ou un déréglement du cycle menstruel chez la femme (Jones et Buzdar, 2004;
Labrie, 2010). Toutefois, il est également possible de voir des effets secondaires cognitifs
qui peuvent affecter la qualité¢ de vie des patients, les hormones peuvent donc intervenir a

plusieurs niveaux sur le SNC (Nelson et al, 2008).

L'immunothérapie est une méthode astucieuse et prometteuse, mais trés peu utilisée
présentement comparativement aux autres traitements classiques. Son principe consiste &
former et stimuler nos propres défenses immunitaires afin d’attaquer la cellule cancéreuse
(Schuster et al, 2006). 1l s'agit plutét d'un traitement de dernier recours qui peut étre par
exemple utilisé lors de tumeurs de trés mauvais pronostic, tels que des mélanomes invasifs
(Saleh et al, 2005) et dans le cas de cancers du poumon avancés (Nemunaitis, 2009).
Plusieurs essais cliniques ont montré de bons résultats et méme des régressions tumorales
importantes de I'ordre de 49-72% pour les mélanomes (Rosenberg, 2011). Une des premieres
caractéristiques des cellules cancéreuses est leur capacité a échapper au systéme
immunitaire. Pour ce faire, elles ont la capacité¢ d'inactiver les lymphocytes T qui sont
normalement chargés de les éliminer, en utilisant des protéines telles que Pal ouPdL1 (West
et al, 2013). L'injection d'anticorps ou la vaccination avec un antigéne PdL1 permettrait
d'empécher l'inactivation des lymphocytes T (Aerts et Hegmans, 2013). Un des principaux
problémes de ce type de traitement est lié & une réponse exagérée du systéme de défense de

l'organisme a l'origine de maladies secondaires immunitaires (Amos et al, 2011).

La derniére catégorie de traitement est trés ciblée en fonction d'un cancer ou d'un processus
spécifique. Par exemple, l'iode radioactif est utilisé pour le cancer de la thyroide aprés son
ablation chirurgicale (Anderson et al, 2013). Les thérapies cellulaires consistent a injecter

des cellules comme dans le cas d'une greffe de la moelle osseuse. Elles permettent également
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la stimulation du syst¢me immunitaire ce qui pourrait mener & une vaccination contre
certains cancers (June, 2007; Krug, 2004). Les traitements anti-angiogéniques sont assez
récents et permettent de bloquer le processus d'angiogenése nécessaire a la croissance de la
tumeur solide. Les agents utilisés ne se limitent pas seulement au VEGF et & ses récepteurs,
mais ciblent plusieurs molécules impliquées dans divers étapes du processus angiogénique et
font maintenant partie de l'arsenal thérapeutique moderne. La recherche de nouvelles cibles
et le design d'antagonistes et d'inhibiteurs passent par une meilleure compréhension des voies

de signalisation impliquées (Clarke et Hurwitz, 2013).
1.2.3 Chimiorésistance

L'efficacité des traitements pharmacologiques n'est pas seulement fonction des paramétres
habituels soit, la dose, la toxicocinétique et la réponse du patient au traitement. Il existe en
effet des phénomeénes de résistance qui permettent & la cellule cancéreuse de contourner les
mécanismes d'action des drogues utilisées. Il existe deux catégories de chimiorésistance, la
résistance primaire et la résistance secondaire (Zucker et Cao, 2009). Dans la résistance
primaire, la cellule cancéreuse posséde déja une résistance innée, ce type de résistance est
moins fréquent (Lin et Bivona, 2012). La résistance secondaire correspond a l'acquisition de
résistance aprés le traitement initial (Misale et al, 2012). Les mécanismes de
chimiorésistance tumorale sont trés nombreux (Figure 1.8b) et peuvent permettre aux
cellules cancéreuses d'échapper a la mort de différentes fagons. En effet, les cellules
cancéreuses peuvent amplifier la transcfiption de certains génes codant pour des protéines
capables d’inhiber ou de dégrader 1'agent pharmacologique. Les cellules cancéreuses sont
également capables de modifier leur métabolisme pour-accélérer le catabolisme de la
substance et par conséquent la vitesse de dégradation de la drogue. Plus important encore,
une augmentation & la hausse du niveau d’expression de certains transporteurs membranaires
permet de diminuer la pénétration de la drogue dans la cellule. Ce type de mécanisme rend la
cellule cancéreuse totalement résistante face aux agents pharmacologiques nécessitant un
systéme de transport. L'expulsion de I'agent pharmacologique peut également étre modulée
par une augmentation de I’expression de différents canaux membranaires impliqués dans la

clairance de la drogue (Fisher et Mobashery, 2006). Un des mécanismes d'expulsion les plus
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‘fréquents et également des plus efficaces pour la survie des cellules cancéreuses, autant que

pour les résistances primaires que secondaire, est le systéme MDR «multidrug resistance »
(Mechetner et al, 1998). Le géne MDRI est responsable de ce phénoméne, il s'agit d'un géne
conservé au cours de l'évolution codant pour une protéine transmembranaire appelée P
glycoprotéine (PGP). Cette protéine agit en tant que pompe ATPase capable d'expulser
certains substrats en consommant de I'ATP (Seals et Courtneidge, 2003). L'exposition de la
cellule cancéreuse face & une substance chimique peut induire l'expression de la PGP
faiblement exprimée en temps normal, ce qui a pour conséquence de rendre la cellule
cancéreuse résistante face a cette classe de drogue. L'importance d'un choix judicieux dans la

dose administrée est nécessaire pour minimiser ce phénomeéne.
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rouge). b) Résumé des 6 principaux mécanismes adaptatifs des cellules cancéreuses générant

une résistance face a une drogue.

[Adapté de Chai et al, 2010; Gilligan et Kantoff, 2002]

1.24 Chimiothérapie moderne

Le développement d'inhibiteurs pharmacologiques capables de bloquer la transduction des

signaux cellulaires a divers niveaux et impliqués dans divers processus clés pour la survie de

la cellule, est un axe de recherche trés prometteur. En effet, la plupart des traitements .

courants de chimiothérapie ciblent des processus communs, comme la réplication cellulaire

et la biosynthése d'ADN. Le réseau de signalisation cellulaire offre l'opportunité de cibler
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divers niveaux d'un processus, en réprimant des signaux d'activation entre deux molécules,
ce qui peut mener au disfonctionnement du processus ciblé. Le cancer est avant tout une
maladie du contréle cellulaire et de la prolifération. En effet, les voies de communication via
des cascades signalétiques se trouvent altérées. Elles sont, en majorité, contrélées par des
protéines kinases qui ont pour fonction d'activer d'autres molécules par phosphorylation.
Dans les cellules cancéreuses, les kinases sont souvent mutées, ce qui leur confére la
propriété de sur-stimuler certains systémes impliqués dans le cycle cellulaire (Rossello et al,
2004). Il devient donc impératif de mieux comprendre l'échange de signaux au niveau
moléculaire, afin de découvrir de nouvelles cibles thérapeutiques potentiellement impliquées
dans plusieurs voies de signalisation. Cette stratégie permettrait a la fois d'inhiber plusieurs
réseaux de signalisation en méme temps, maximisant l'efficacité de certains traitements.
Prenons le cas de la MT1-MMP, cette métalloprotéinase membranaire est principalement
documentée pour son role catalytique impliqué dans les processus invasifs (Sina et al, 2009).
Toutefois, lors des derniéres années, il a été démontré que la partie cytosolique de la MT1-
MMP contribue, via une cascade signalétique, & plusieurs processus importants, dont
l'inflammation (Currie et al, 2007) et .l'autophagie (Ranasinghe et al, 2012). Le design
d'inhibiteurs pharmacologiques performants contre cette protéine aurait donc un impact au

niveau de trois processus cellulaires importants dans la progression tumorale.
1.3 Les métalloprotéinases matricielles
1.3.1 Définition et description

Les métalloprotéinases matricielles (MMP) sont des enzymes protéolytiques impliquées dans
I’invasion tumorale dont rle est de modifier et de dégrader la MEC. En effet, ces enzymes
sont importantes pour de nombreux processus physiologiques dont le développement
embryonnaire, la réparation de tissus et l'angiogenése (Annabi et al, 2002). Elles contribuent
toutefois 2 plusieurs pathologies lorsqu'élles sont surexprimées. En effet, leur surexpression
est associée & différentes pathologies du SNC (Saikali et Singh, 2003; Sen et al, 2010) mais
également & une panoplie de pathologies telles que l'inflammation chronique (Chopra et

Roberts, 2001) et le cancer (Saikali et Singh, 2003). Les MMP ne sont pas uniquement
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limitées & leur réle classique de protéolyse. Au cours des derniéres années, de nombreuses
revues se sont attardées aux roles trés variés de signalisation cellulaire auxquelles elles
participent. La portion intracellulaire de certaines MMP ancrées & la membrane plasmique
serait impliquée dans des processus de mort cellulaire par apoptose (Markovic et al, 2011) et

également dans I’autophagie (Alirezaei et al, 2011).
1.3.2  Structure, classification et activation

La famille des MMP comporte 28 membres qui possédent des domaines de structures
conservés et ayant la propriété d'étre zinc ou calcium dépendant. Il existe principalement
deux types de MMP, soit les MMP solubles qui sont sécrétées dans le milieu extracellulaire
sous forme zymogeéne, et les MMP membranaires (MT-MMP). Typiquement, les MMP
solubles possédent les régions suivantes du N-terminal au C-terminal : une région pro-
peptide d'environ 80 acides aminés, un site catalytique d'environ 170 acides aminés, une
région charniére de tajlle variable et une région hemopexine d'environ 200 acides aminés.
Les MT-MMP possédent les mémes régions que la forme soluble, mais ont également un
domaine transmembranaire et cytosolique de quelques acides aminés. La classification
classique les divise en 6 sous-groupes, soit : les matrylisines, les collagénases, les
gélatinases, les MMP membranaires, les stromélysines et autres MMP. 1l existe également

une classification moderne selon leur structure (Codogno et Meijer, 2005; Mathew et al,

2007) (Figure 1.9).

L'activation des MMP est catalysée par le clivage protéolytique de leurs pro-domaines par
diverses protéases'incluant principalement des furines, des plasmines et d'autres MMP. Le
mécanisme d'action de I'activation est complexe et peut différer entre les MMP, toutefois une
des caractéristiques communes du mécanisme de catalyse est I'élimination d'un résidu
cystéine du pro-domaine, dans une séquence qui recouvre la pochette de zinc. Le clivage du
pro-domaine va permettre a la MMP activée de dégrader divers substrats matriciels (Crotzer
et Blum, 2010). Les MMP sont inactivées par divers inhibiteurs endogénes (Shen et
Codogno, 2011). Les deux principaux étant les TIMPs (inhibiteurs tissulaires de
métalloprotinases), qui comprennent quatre membres (TIMP-1 & -4) capables d'inhiber le site
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catalytique des différentes MMP par liaison, et 'a-2 macroglobuline capable de trapper

l'enzyme qui sera éliminé par endocytose.
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Figure 1.9 : Classification structurale moderne des MMP. Les MMPs peuvent étre

classées en six groupes : trois concernent des MMPs solubles et trois des MMPs

membranaires. Leur structure minimale comprend un peptide signal (S), suivi d'un pro-

domaine (pro) qui maintient l'enzyme latente et du domaine catalytique (CAT) qui contient

le site de liaison au zinc. Des domaines additionnels s'ajoutent & cette structure : un domaine

hémopexine C-terminal (PEX) pour la plupart des MMPs. Des sites de clivage par les

enzymes de type furine (F). Les MMPs membranaires présentent un domaine

transmembranaire (TM) suivi d'une extrémité cytoplasmique C-terminale (C) ou une queue

glycophosphatidyl inositol (GPI). Le troisiéme type de MMPs membranaires (Type II) se
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caractérise par un signal d'ancrage membranaire N-terminal (S), un domaine riche en

cystéine (CA) et un domaine de type immunoglobuline (Ig).

[Adapté de Egeblad et Werb, 2002; Radisky et Radisky, 2010]

1.3.3 La matrice extracellulaire

La matrice extracellulaire (MEC) est définie comme une structure complexe, formant un
réseau architectural permettant de remplir les espaces vides entre les cellules, ce qui permet
la création de tissus. Elle est principalement constituée de composés tels que: collagéne,
acide hyaluronique, protéoglycane, laminine, fibronectine, élastine et de composés
organiques non-fibrillaires. La proportion de ces composantes varie en fonction du type de
relations entre les cellules (Levine et Yuan, 2005). Biologiquement, la MEC est
indispensable, car elle est le point d'ancrage des cellules. En effet, non seulement elle est un
support d'adhérence pour les cellules, mais elle est également requise pour la migration
cellulaire, ce qui implique qu'elle doit étre continuellement remaniée lors de différents
processus biologiques (Yang et al, 2011) comme la cicatrisation et I'angiogenése via une
dégradation par des MMPs (Kondo et al, 2005). La MEC est également le sidge de
communication entre les cellules nécessaire 3 I'homéostasie tissulaire (Su et al, 2013). Pour
communiquer, les cellules peuvent sécréter diverses molécules messagéres dans le milieu
extracellulaire. La fixation de ces messagers sur des récepteurs spécifiques, exprimés sur la
partie externe des cellules voisines, peut activer plusieurs cascades de signalisation
intracellulaire impliquées dans divers processus biologiques comme la prolifération, la

différenciation, la survie et la mort cellulaire.
1.34 LaMT1-MMP

1.3.4.1 Structure et roles biologiques
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La MT1-MMP, appelée également MMP14, fait partie des MMP de type membranaire. Cette
protéine d'environ 65kD posséde différents domaines capables d'interagir avec plusieurs
molécules, non seulement par son réle protéolytique, mais également comme molécule de
signalisation cellulaire (Figure 1.10a). Sa structure est composée de différents domaines
ayant des fonctions spécifiques. Elle posseéde les deux domaines extracellulaires suivants, un
pro-domaine et un domaine catalytique responsable de 1’activation de plusieurs MMPs et
également de la dégradaﬁon directe de diverses composantes de la MEC situées a proximité.
Le domaine catalytique devient actif lors du clivage du pro-domaine. Une région charniére
relie le site catalytique & un domaine hemopexine possédant des sites de liaisons pour
diverses molécules. Enfin, la région hémopexine comporte un domaine transmembranaire et
un domaine cytosolique impliqué dans diverses voies de signalisation (Kuballa et al, 2012).
La MT1-MMP joue un rble important dans le remodelage de la MEC, un processus
physiologique important, mais également a l'origine de diverses pathologies, notamment
dans le cas du cancer. En effet, elle est surexprimée dans la plupart des cancers et joue un
tble central dans la migration et l'invasion, des processus qui sont a l'origine de l'agressivité
des tumeurs et de la formation de métastases. La MT1-MMP contribue de fagon directe et
indirecte a la dégradation de la MEC. Parmi ses rdles protéolytiques classiques, elle peut
dégrader directement diverses composantes locales de la MEC comme du collagéne de type
1 et 3, de la fibronectine, de la laminine et de la fibrine. Elle est également un élément
indispensable au mécanisme d'activation de la proMMP-2, une MMP soluble clé pour
l'angiogenése (Kim et al, 2011). Au cours des dernires années, plusieurs études se sont
concentrées sur l'importance de son domaine cytoplasmique dans des processus de
signalisation cellulaire trés variés. En effet, elle contribue a la survie tumorale, régule le
transport de glucose (Mizushima, 2007), I'apoptose (Chen et Klionsky, 2011) et 'autophagie
(Pratt et al, 2012).
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Figure 1.10 : Structure de la MT1-MMP et éléments de régulation transcriptionnelle.

A) La MT1-MMP posséde différents domaines avec des rdles spécifiques. La région

catalytique est impliquée dans la dégradation de divers substrats extracellulaires, la région

hémopexine posséde des domaines de liaison pour diverses molécules dont des MT1-MMP

permettant l'oligomérisation. Le domaine cytosolique est impliqué dans plusieurs cascades

de signalisation intracellulaire. B) Domaine de liaison sur la séquence promotrice du géne

MT1-MMP partant du 5 '(gauche) vers le 3 '(droite). Plusieurs facteurs transcriptionnels sont

capables de moduler son expression.

[Adapté de Koziol et al, 2012; Overall et Lopez-Otin, 2002]
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1.3.4.2 Mécanisme d’activation de la proMMP2

La MMP2 est une métalloprotéinase matricielle soluble de 72 kDa qui est sécrétée dans le
milieu extracellulaire sous forme inactive. Cette gélatinase, trés impliquée dans l'invasion
tumorale, a comme substrat le collagéne de type 4. Son activation requiert la formation d'un
complexe tri-moléculaire avec la MT1-MMP et la TIMP-2, suivi d'une protéolyse (Figure
1.11). En effet, lorsque la concentration de TIMP-2 est basse la MT1-MMP va agir dans un
premier temps comme un récepteur a la surface membranaire, pour permettre la liaison de
TIMP-2 sur la partie N-terminale de son site actif. La formation de ce complexe binaire va
servir de récepteur pour la proMMP-2 qui va ensuite se lier via son domaine C-terminal au
domaine C-terminal de TIMP-2 et maintenant former un complexe tri-moléculaire. Une
deuxiéme molécule de MT1-MMP active 3 proximité va cliver le pro-domaine de la
proMMP-2 pour générer une espéce intermédiaire. Cet intermédiaire va générer une MMP-2
active, via un processus d'autocatalyse. Dans le cas d'une haute concentration en TIMP-2,
l'activation de la proMMP-2 sera inhibée car le site catalytique de la deuxiéme molécule de
MT 1-MMP, requis pour le clivage de son pro-domaine, sera inhibé via un excés de TIMP-2
(Chen et Klionsky, 2011).
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Figure 1.11 : Mécanisme d'activation de la proMMP-2. La proMMP-2 est sécrétée dans le

milieu extracellulaire sous forme inactive. Une premiére MT1-MMP située 4 la membrane

plamique va permettre la liaison d'une TIMP-2 et former un complexe bimoléculaire

permettant la liaison de la proMMP-2 po.ur former un complexe trimoléculaire. Une seconde

MT1-MMP membranaire active va ensuite cliver le pro-domaine de la proMMP-2

permettant son activation.

[Adapté Dollery et Libby, 2006]

1.3.4.3 Régulation & la surface membranaire

MT1-MMP est régulée par de nombreux mécanismes qui vont contrfler le niveau

d'expression de la forme active & la surface membranaire. La MT1-MMP est d'abord
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synthétisée sous forme zymogeéne, elle est activée par clivage de son pro-domaine par des
furines. Une fois activée, elle va étre ciblée a la membrane par trafic vésiculaire (Levine et
Yuan, 2005). Comme toutes les autres MMP, la forme active peut étre inactivée par des
inhibiteurs endogénes de la famille des TIMPs (TIMP-2,-3,-4) qui vont se lier & son site
catalytique (Wu et al, 2010). Il faut toutefois mentionner que le réle de TIMP2 est plus
complexe, car il intervient également dans l'activation de la pro-MMP2. L'activité de la
MT1-MMP i la membrane peut aussi étre régulée par trois mécanismes importants, soit:

linternalisation, la formation d'oligoméres et par processus d'autoclivage (Figure 1.12).

L'internalisation est le principal mécanisme qui permet de réguler les niveaux de la forme
active de MT1-MMP a la surface membranaire. En effet, cette forme d'endocytose permet de
diriger les protéines vers la dégradation lysosomiale ou le recyclage & la membrane
plasmique. Le processus d'endocytose est médié par la queue cytoplasmique de la MT1-
MMP qui va induire des processus d'internalisation, via des puits de clatherine pour une
réponse rapide, ou via l'action de la cavéoline (Kimmelman, 2011). Le role principal de la
formation d'oligoméres de MT1-MMP a d'abord été documenté comme étant essentiel pour
faciliter l'activation de la proMMP-2 & la surface membranaire (Ding et Yin, 2012).
Toutefois, des études ont suggéré que la formation de complexes oligomériques, via la
région hémopexine de la protéine, bloquerait certains sites qui empécheraient son activité
catalytique (Gomori et al, 2012). Les mécanismes et le rdle des oligoméres demeurent peu
documentés et ne sont pas encore clairs. L’autocatalyse de MT1-MMP génére un fragment
de 44 kDa et un fragment soluble d'environ 18 kDa, contenant le site catalytique inactivé.
L'autoprotéolyse de MTI-MMP est régulée par diverses molécules de son
microenvironnement, comme des facteurs de croissance, des niveaux peu élevés de TIMPs et
également par plusieurs protéines de la MEC (Lrhezzioui et al, 2007). Il est également
possible d'induire artificiellement ce processus par des molécules comme la concanavaline-A

et certains inhibiteurs de la dégradation lysosomiale (Takino et al, 2003).
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Figure 1.12 : Résumé des 3 mécanismes de régulation de la MT1-MMP active a la

membrane plasmique. A) La MT1-MMP peut étre recyclée ou dégradée par internalisation

via des cavéolines ou des puits de clatherines. B) La forme active de la MT1-MMP

membranaire peut également étre inactivée par une oligomérisation bloquant I’accés a son

site catalytique. C) La MT1-MMP peut aussi s'inactiver par autoclivage.

[Adapté de Itoh et Seiki, 2004; Lehti et al, 1998]
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1.3.4.4 Régulation transcriptionnelle

Classiquement, il a été rapporté que les facteurs de croissance et certaines cytokines sont a la
base de la modulation et de la régulation de l'expression génique de la MT1-MMP (Itoh et
Seiki, 2004). Par ailleurs, certains facteurs de croissance tel I’EGF et certaines cytokines
telles les CSF sont capables de moduler son expression (Hanahan et Weinberg, 2011). La
séquence promotrice du géne de la MT1-MMP posséde plusieurs sites de liaison pour
différents facteurs transcriptionnels comme EGRI1, SP1, AP4 et NFxB (Figure 1.10b)
(Overall et Lopez, 2002). Il a cependant été rapporté que le facteur EGR1 serait le plus
important. En effet, l'augmentation de la liaison de I'EGR1 sur le promoteur de la MT1-
MMP impliquerait un déplacement hors site de la protéine SP1, ce qui initierait l'induction
de la transcription (Itoh et Seiki, 2004). Plusieurs agents exogénes sont également capables
d'induire I'expression génique de la MT1-MMP. L'utilisation d'inducteurs classiques tels que
la concanavaline-A, permet d'induire artificiellement l'expréssion de la MT1-MMP (Sina et
al, 2010). Récemment, il a été démontré que la protéine NANOS1, surexprimée dans le
cancer du poumon, participerait a la régulation transcriptionnelle de la MT1-MMP. En effet,
l'utilisation d'ARN interférent contre cette protéine, a permis de démontrer son réle dans

l'induction de l'expression génique de la MT1-MMP (Bonnomet et al, 2008).
1.3.4.5 Implication dans I’autophagie

Les études des derniéres années ont fourni des évidences de la participation de MT1-MMP
dans l'autophagie. L'autophagie est un processus catabolique de dégradation du matériel
cellulaire, trés important pour la survie des cellules cancéreuses soumises a divers
traitements thérapeutiques. En effet, plusieurs phénomeénes de résistance sont associés a la
capacité autophagique des cellules cancéreuses permettant leur autoréparation. L'autophagie
est également une source d'énergie pour les tumeurs ayant des besoins accrus en nutriments,
mais peut également devenir un processus de mort cellulaire lors d’un excés de stimuli
autophagique (Lorin et al, 2008). La balance entre la survie et la mort par autophagie est
complexe et pas encore bien élucidée. Une étude récente a démontré un lien étroit entre

l'induction du phénoméne autophagique et la présence requise de la MT1-MMP. En effet,
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L'utilisation d'ARN interférent contre la MT1-MMP a permis d’observer d’importantes
diminutions au niveau de l'expression de biomarqueurs pro-autophagiques (Pratt et al, 2012).
Plus précisément, la partie cytosolique de la MT1-MMP serait impliquée dans une cascade
de signaux régulant ces phénomeénes (Pratt et al, 2012). Une meilleure compréhension de son
réle dans l'autophagie pourrait permettre a4 la fois d'inhiber des phénoménes hautement

‘invasifs et des phénoménes de résistance tumorale.
1.4 Les inhibiteurs pharmacologiques des MMPs
1.4.1 Sélectivité et spécificité

La prévention et le traitement des métastases demeurent des défis importants dans 'avancée
des thérapies contre le cancer. Depuis les années 1990, les compagnies pharmaceutiques sont
i la recherche de nouvelles cibles thérapeutiques impliquées dans l'invasion tumorale. La
découverte des MMP a contribué au développement d'agents pharmacologiques
potentiellement efficaces pour atténuer le caractére hautement invasif de certaines tumeurs.
Depuis ce temps, plus de cinquantes inhibiteurs ont été développés et testés cliniquement. La
plupart des inhibiteurs testés en présence de peptides synthétiques imitant le site catalytique
de divers MMP, donnaient des résultats prometteurs (Zucker et Cao, 2009). Lors de la phase
clinique, les résultats espérés étaient pourtant décevants. Plusieurs problémes étaient a
l'origine de cette inefficacité (Zucker et Cao, 2009) : 1) aucune de ces drogues n’était tres
sélective pour des MMP spécifiques. 2) la tolérance a la drogue n'était pas prise en compte.
3) les dosages administrés étaient basés sur des études cinétiques obtenues sur des sujets en
santé et n'étaient pas représentatifs d'une administration chronique & des sujets ayant le
cancer. 4) Certaines MMP comme la MMP-8 et la MMP-12 possédent des propriétés anti-
tumorales, l'inhibition par manque de sélectivité de ces MMP causait probléme. Dans le
développement moderne d'inhibiteurs de MMP, le plus grand défi est d'obtenir des effets a

spectre trés spécifique dans des modeles plus représentatifs.

1.4.2 Les inhibiteurs de la MMP-2 et de la MT1-MMP
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Il existe a I'heure actuelle toute une panoplie d'inhibiteurs de MMP, la plupart d'entre eux
possédent divers groupements capables de chélater I'atome de zinc du site catalytique des
MMP. Dans le paragraphe suivant, cinq grandes catégories d'inhibiteurs de MMP seront
présentées (Fisher et Mobashery, 2006). Les premiers inhibiteurs développés, considérés
comme les pionniers dans cette innovation, sont les hydroxamates. Cette classe d'inhibiteur
est cependant trés peu sélective et cause des effets secondaires par inhibition de protéases de
la famille des ADAMs impliquées dans de nombreux processus physiologiques normaux
(Seals et Courtneidge, 2003). Une seconde génération d'hydroxamates a été développée avec
une efficacité améliorée. En effet, l'utilisation de différents groupes de liaison au zinc a
amélioré la sélectivité de ce type d'inhibiteurs. Dans les nouvelles générations, des
inhibiteurs avec des groupements thiols ont été développés avec de grandes affinités de leur
groupement hydroxyle pour le zinc (ICsy de l'ordre du nanomolaire). Une autre classe
d'inhibiteurs 4 base de groupement pyrimidine est tres inte?ressante notamment par leur
sélectivité pour les MT-MMP. 1l existe également des inhibiteurs contenants des phosphores
présentant une structure tétrahédral qui favorise la liaison au site catalytique. En effet, la
création de ce type d'inhibiteur a révolutionné le design d'inhibiteurs de MMP subséquents
(Seals et Courtneidge, 2003).

L'intérét de mes recherches étant principalement centré sur l'axe MT1-MMP/MMP-2, une
revue de quelques inhibiteurs donnant de bons résultats dans des modéles cellulaires
cancéreux sera présentée dans ce paragraphe (Figure 1.13a). L'ARP101, un nouvel inhibiteur
comportant dans sa structure des groupements sulfamides, a montré des propriétés
d'inhibition trés efficace contre la MMP-2 dans des cellules humaines de fibrosarcomes
HT1080 (Rossello et al, 2004). L'actinonine est un autre inhibiteur aux propriétés
intéressantes. Il a ét€ démontré dans des cellules de glioblastomes qu'elle posséde la capacité
d'inhiber l'activation de la proMMP-2 en ciblant le site catalytique de la MT1-MMP (Sina,
Lord-Dufour et Annabi, 2009). L'ilomastat est un inhibiteur catalytique de la MT1-MMP,
son effet inhibiteur a été démontré dans des cellules stromales de la moelle osseuse (Currie et
al, 2007). Plus récemment, il a ét¢ démontré que I'agent pharmacologique SB3CT est capable
d'inhiber sélectivement plusieurs MMP selon la dose utilisée (Ranasinghe et al, 2012). Il

posséde en effet des constantes d'inhibition différentes allant du nanomolaire au
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millimolaire, lui permettant de cibler différentes MMP. Il existe également des inhibiteurs
dérivant de produits naturels qui sont trés efficaces. Parmi cette catégorie, une catéchine du
thé vert, 'EGCG (épigallocatéchine gallate) permet une inhibition catalytique, mais
également transcriptionnelle de 1a MMP-2 (Annabi et al, 2002). Elle agit aussi sur la MMP-9

(Sen et al, 2010) qui est trés active dans les processus d'invasion tumoraux.
1.4.3 Les tétracyclines

Les tétracyclines sont des antibiotiques de la famille des cyclines utilisées dans de
nombreuses infections telles que la pneumonie, la chlamydia et la maladie de Lyme (Saikali
et Singh, 2003). Leurs structures (Figure 1.13b) sont composées de quatre cycles
hydrocarbonés ou des groupements cétones, hydroxyles et azotés sont accrochés (Chopra et
Roberts, 2001). Il a été rapporté que la doxocycline et la minocycline possédent des
propriétés anti-tumorales par leur capacité d'inhiber certaines MMP (Yao et al, 2007). Dans
le premier mécanisme proposé, les tétracyclines auraient la propriété de se lier a l'atome de
zinc ou de calcium du site actif de la MMP, ce qui bloquerait son activité catalytique. Elle
aurait également la propriété d'inhiber 'activation oxydative des MMP sous forme latente et
également un effet d'inhibition de l'expression de certaines cytokines pro-inflammatoires
impliquées dans l'induction transcriptionnelle de diverses MMP (Saikali et Singh, 2003).
Plus intéressant encore, la minocycline contribuerait non seulement a diminuer l'expansion
des gliomes en inhibant la transcription de MT1-MMP (Markovic et al, 2011), mais
possederait également des propriétés anti-apoptotiques et anti-inflammatoires (Alirezaei et
al, 2011). Les mécanismes d'action des tétracyclines agissant sur l'expression génique des

différentes MMP demeurent toutefois non élucidés.
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Figure 1.13 : Structure de différents inhibiteurs de MMP. A) Structure de 4 inhibiteurs
de la MMP-2 B) Structure générale des tétracyclines et de ses dérivés minocycline et

doxocycline.

[Adapté de Sigma-Aldrich]
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15 L’autophagie
1.5.1 Balance homéostatique : double rdle

L'autophagie est un processus catabolique de dégradation lysosomiale & l'intérieur d'une
cellule qui est activé en réponse a divers stress. En effet, il s'agit d'un mécanisme
physiologique adaptatif ou la cellule va dégrader une partie de son contenu pour maintenir
son homéostasie (Figure 1.14) (Mathew et al, 2007). L'autophagie peut étre a la fois un
mécanisme de survie et de mort cellulaire, ce qui en fait un sujet trés controversé dans la
communauté scientifique (Codogno et Meijer, 2005). Les cellules sont continuellement
soumises 2 différents stress comme par exemple des carences nutritionnelles et des protéines
et organelles endommagées par des agents exogénes. Dans le cas d’une carence en
nutriments, la cellule va s'adapter métaboliquement, en dégradant une partie de son contenu
pour produire l'énergie manquante. Parmi ses autres fonctions physiologiques, l'autophagie
permet le remplacement continuel de protéines et organelles non-fonctionnelles, elle joue
également un rdle dans I'élimination de pathogénes intracellulaires et dans la réponse
immunitaire adaptative. En effet, elle va dégrader des protéines en peptides qui seront
ensuite présentés au complexe majeur d'histocompatibilité (Crotzer et Blum, 2010).
L'autophagie peut également étre une forme de mort cellulaire indépendante de I'apoptose. Il
existe une grande confusion a l'heure actuelle a savoir si ¢’est l'autophagie qui accompagne
la mort cellulaire ou bien la mort qui survient par autophagie. Le mécanisme 2 l'origine de ce

type de mort demeure trés ambigu (Levine et Yuan, 2005; Shen et Codogno, 2011).
1.5.2 Réles de I’autophagie dans le cancer et intérét thérapeutique

L'autophagie représente un axe de recherche d'intérét dans l'innovation de traitements
thérapeutiques contre le cancer. En effet, les résultats actuels montrent une relation étroite
entre l'autophagie et la progression tumorale. De fagon paradoxale, l'autophagie jouerait un
double role dans la cancérogenese, contribuant & des propriétés pro-tumorales et & la fois
anti-tumorales. De fagon générale; l'autophagie joue un rdle pro-tumoral de plusieurs fagons

(Yang et al, 2011); principalement, elle va permettre aux cellules tumorales exposées a des
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situations de stress métabolique de combler leurs apports en nutriments nécessaires a leur
croissance. En effet, les tumeurs faiblement vascularisées en hypoxie vont utiliser
l'autophagie pour générer de 'ATP et maintenir leurs biosynthéses cellulaires (Toshima et al,
2013). Hypothétiquement, certaines recherches suggerent également que I'autophagie
pourrait permettre aux cellules cancéreuses de proliférer en absence de facteurs de croissance
leur permettant ainsi de s'infiltrer dans des tissus normaux et de former des métastasesi
L'autophagie joue également un role clé dans les processus de chimiorésistance tumorale. En
effet, les cellules cancéreuses soumises & différents traitements comme la chimiothérapie et
la radiothérapie, auraient la possibilité de réparer certains dommages cellulaires causés par
les agents thérapeutiques, ce qui leur permettrait de survivre. La cellule résistante tomberait
dans un état de dormance résiduelle, ce qui contribuerait 4 la récurrence de la tumeur
(Quesnel, 2013).

Plusieurs auteurs suggérent que les propriétés anti-tumorales de l'autophagie seraient
associées a leur contribution dans divers phénomeénes tels qu’une diminution de I'instabilité

chromosomique, des propriétés anti-prolifératives, anti-inflammatoires et également un role

“de suppresseur de tumeur (Kondo et al, 2005). En effet, un des mécanismes proposés de

suppression tumorale est associé a l'induction d'une mort par autophagie. Le mécanisme
demeure toutefois trés complexe et incompris (Su et al, 2013). L'activité anti-tumorale de
l'autophagie serait également liée a sa collaboration avec certaines cellules immunitaires. En
effet, dans des conditions hypoxiques l'autophagie serait capable d'activer certains

neutrophiles capables de détruire des cellules cancéreuses (Kuballa et al, 2012).

La complexité des relations associant 'autophagie au cancer, tant pour ces implications pro-
que anti-tumorales, nécessite une meilleure compréhension des mécanismes en jeux.
Plusieurs traitements expérimentaux ou cliniques contre le cancer ciblent désormais des
processus autophagiques (Kim et al, 2011; Mizushima, 2007). Le nombre élevé de cibles
moléculaires impliquées dans I’autophagie procure un avantage au niveau de la versatilité
dans le développement d'inhibiteurs efficaces. Le ciblage pharmacologique de 1’autophagie
pourrait a la fois bloquer la croissance tumorale & des stades plus avancés en étant

administrés en combinaison avec un traitement classique afin de diminuer la
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chiomiorésistance. Il est également intéressant d'exploiter ce type de mort cellulaire, sachant

que les mécanismes apoptotiques sont déficients dans les cellules cancéreuses. Une meilleure

compréhension moléculaire de ces phénoménes favoriserait une avancée dans le domaine.
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Figure 1.14 : Mécanisme simplifi¢ de la formation de vacuoles acides autophagiques.

Au niveau cellulaire, plusieurs stimuli de stress (carence nutritionnelle, hypoxie, dommage a

des organelles par des agents exogénes) vont étre I'élément déclencheur du processus

autophagique. La molécule clé qui agit comme un interrupteur «on/off» régulant ce

processus est mTOR. En effet, cette molécule inhibe 'autophagie en temps normal. Aprés les

stimuli initiaux, plusieurs cascades de signalisation vont converger vers cette molécule pour

I'inactiver, ce qui va causer une levée d'inhibition et permettre le déclenchement de

l'autophagie. Une des premicres étapes sera la biosynthése d'une membrane appelée
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phagophore permettant d'entourer le matériel & dégrader. Cette biosynthése sera assurée par
les protéines ATG (Autophagy-related genes). Par la suite, le phagophore va subir une
élongation compléte jusqu'a entourer de fagon hermétique le matériel a dégrader formant un
autophagosome. La derniére étape sera caractérisée par la fusion entre 'autophagosome et un

lysosome qui va permettre la digestion du contenu via l'acidité.

[Adapté de Lorin et al, 2008]



CHAPITRE IT
PROJET DE RECHERCHE
2.1 Problématique

Les carcinomes hépatocellulaires sont des tumeurs malignes du foie qui représentent un des
cancers les plus mortels (Khare et al, 2013). Au cours des deux derniéres décennies, une
augmentation dramatique de 80% du taux d’incidence de ce cancer a été observée,
notamment aux Etats-Unis (Rahman et al, 2013). L’augmentation du taux d’incidence est
corrélée a l’augmentation de diverses pathologies telles que 1’obésité, le diabéte,
I’hypertension et également & des problémes préexistants de cirrhose du foie et d’hépatite
(Rahman et al, 2013). Il existe une étroite corrélation entre des niveaux élevés
d’inflammation et le cancer du foie. En effet, environ 63% des carcinomes hépatocellulaires
sont causés par des lésions inflammatoires chroniques (Ugiagbe et Udoh, 2013; Wieser et al,
2013), indiquant qu’il s’agit principalement d’un cancer causé par des pathologies
préexistantes du foie. Une des principales raisons du faible taux de survie est en I’occurrence
le diagnostic tardif de la maladie. En effet, lors du diagnostic de cancer, la présence de
métastases est souvent notable. Egalement, les phénoménes de résistance au traitement sont
un probléme majeur dans ce type de cancer (Peng et al, 2013). Un des processus cellulaires
contribuant au caractére malin est I’autophagie qui contribue a la fois 4 la chimiorésistance,
mais également 3 la formation de métastases (Guo et al, 2013). L’inhibition efficace des
processus inflammatoires et autophagiques pourrait donc non seulement contribuer a
diminuer le pHénotype agressif de ce type de tumeur, mais également diminuer les
phénoménes de chimiorésistance permettant une meilleure efficacité des traitements

classiques.

La MT1-MMP est une cible de choix dans le développement d’agents pharmacologiques
anticancéreux. En effet, elle contribue directement au phénotype invasif des tumeurs en
activant diverses MMPs solubles de la MEC, via son domaine catalytique, permettant une
dégradation localisée de la MEC nécessaire a ’invasion tumorale (Kuballa et al, 2012).
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Toutefois, des études récentes montrent son implication, via son domaine cytosolique, dans
plusieurs voies de signalisation régulant I’inflammation (Sina et al, 2010) et I’autophagie
(Pratt et al, 2012). Les mécanismes moléculaires liant la MT1-MMP & [’autophagie
demeurent peu documentés. Une meilleure compréhension de I’implication de la MT1-MMP
dans I’autophagie au niveau moléculaire, ainsi que de ses modulateurs transcriptionnels,

permettrait le développement de nouvelles stratégies thérapeutiques.
2.2 Hypothése de travail

Les propriétés non-antibiotiques de la minocycline, un dérivé de la tétracycline connu pour
diminuer I’expression génique de la MTI-MMP dans des cellules de glioblastémes,
pourraient contribuer 2 inhiber les voies de signalisation dépendantes de la MT1-MMP. Nous

émettons donc la premiére hypothése suivante :

Hypothese 1 : La minocycline pourrait inhiber I'inflammation et l'autophagie en diminuant

’expression génique de la MTI1-MMP.

Sachant que la molécule NANOS1 est impliquée dans la modulation transcriptionnelle de la

MT1-MMP, nous émettons la deuxiéme hypothése suivante :

Hypothése 2 : Le mécanisme d’action de la minocycline associé a la diminution
transcriptionnelle de la MT1-MMP pourrait dépendre d’une inhibition de l’expression de
NANOSI.

Enfin, un lien étroit entre la MT1-MMP et le facteur activateur de transcription STAT3
documenté dans la littérature scientifique, impliqué également dans ’angiogenése, nous

conduit a émettre la troisiéme hypothése :

Hypothése 3 : La minocycline pourrait inhiber la voie JAK/ STAT3 et également diminuer
l’expression transcriptionnelle de la MT1-MMP.
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2:3 Objectifs de recherche

Dans un premier temps, nous souhaitons étudier ’impact de la minocycline sur des
processus inflammatoires et autophagiques en utilisant de la concanavaline-A (ConA), une
lectine reconnue pour induire 1’expression des biomarqueurs MT1-MMP, COX-2 et BNIP3.
La suractivation du systéme cellulaire par la ConA permet non seulement d’induire des
phénotypes inflammatoires et autophagiques, mais également de mimer un stress cellulaire et

moléculaire causé par un agent de chimiothérapie.

Nous souhaitons évaluer dans un deuxiéme temps, 1’importance de la MT1-MMP dans les
voies de signalisations inflammatoires et autophagiques en analysant de ’expression génique
et protéique des biomarqueurs COX-2 et BNIP3, ainsi que par I’analyse de la formation de

vacuoles acides autophagiques.

Finalement, nous souhaitons déterminer I’impact de la minocycline sur la régulation
transcriptionnelle de la MTI-MMP. L’impact de la minocycline sur [’expression
transcriptionelle de NANOS1 et STAT3, ainsi que les niveaux de phosphorylations de
STATS3, sera également étudié dans le but de déterminer son mécanisme d’action sur la
MT1-MMP.
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SUMMARY STATEMENT

This study shows that, besides its classical antibiotic properties, minocycline can inhibit
autophagy and inflammation biomarkers expression in cancer cells. It also shows that

minocycline affects NANOS]1 a regulator of MT1-MMP involved in autophagy signalling.
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ABSTRACT

Inhibition of soluble matrix metalloproteinase (MMP) activity is among’the non-antibiotic
cellular effects exerted by the anti-inflammatory tetracycline derivative minocycline. The
impact of minocycline on the signal transducing functions of membrane bound MMPs is
however unknown. We assessed minocycline in a Concanavalin-A (ConA)-activated human
HepG2 hepatoma cell model, a condition known to increase the expression of membrane
type (MT)1-MMP and to trigger inflammatory and autophagy processes. We found that
minocycline inhibited ConA-induced formation of autophagic acidic vacuoles, GFP-LC3
puncta formation, gene and protein expression of autophagy biomarker BCL2/adenovirus
EIB 19 kDa interacting protein 3 (BNIP3), in;/asion biomarker MT1-MMP, and
inflammation biomarker cyclooxygenase (COX)-2. Gene silencing of MT1-MMP abrogated
ConA-induced formation of autophagic acidic vacuoles and ConA-induced expressions of
BNIP3 and COX-2. Minocycline was also shown to inhibit ConA-induced STAT3
phosphorylation as well as gene expression of NANOS1, a biomarker believed to colocalize
with MT1-MMP and the specific silencing of which further inhibited ConA-induced STAT3
phosphorylation. Collectively, our data demonstrate that part of minocycline’s effects on
autophagy could be exerted through the inhibition of MT1-MMP signaling functions, which
contribute to the autophagy and inflammatory phenotype of ConA-activated HepG2 cells.
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INTRODUCTION

Cancer cells evolve within a stressful pathological setting characterized by lack of nutrients
and an inadequate oxygen supply, combined with a proinflammatory microenvironment
(Swampillai et al, 2012). Such conditions, in turn, lead to further tyﬁes of stresses including
oxidative stress, which collectively can lead to cell death through autophagy, a homeostatic
mechanism that regﬂgtes the turnover of long-lived or damaged proteins and organelles
(Rosenfeldt et al, 2011). Autophagy is a highly adaptative metabolic process that plays an
important role in stressful conditions regulatirfg cancer cells growth and proliferation
(Grivennikov et al, 2010; Maeda et Omata, 2008; Sun et al, 2013), and which adds up to the
resisting cell death molecular signature of cancer (Hanahan et Weinberg, 2000).
Interestingly, hepatomas are characterized by a chronic pro-inflammatory environment
which contributes to tumor progression. In fact, more than 90% of hepatocellular carcinomas
develop within the context of chronic liver damage and inflammation (Nakawaga et Maeda,
2012).

The molecular interplay between inflammatory and autophagic cues in hepatomas are
currently poorly understood (Cui et al, 2013; Rubinstein et Kimchi, 2012). In fact, autophagy
is strongly present in many types of cancer cells and this adaptative activity is a major factor
related to tumor progression (Sun et al, 2013). Moreover, given that autophagy has recently
attracted attention with respect to programmed cell death (Rubinstein et Kimchi, 2012), it is
reasonable to hypothesize that any approach that would interfere with autophagy in cancer
cells could therefore lead to increased cell death and to reduced resistance of cells to a given

therapeutic agent.

The tetracycline-derived antibiotic minocycline was recently reported to inhibit
inflammatory (Levine et Kroemer, 2008; Panga et al, 2012) and invasive processes (Dunston
et al, 2011; van den Bogert et al, 1985), which contribute to tumor progression. While
current evidence already validates minocycline as a potential therapeutic drug for multiple
neurodegenerative disorders, including Parkinson’s disease and Huntington’s disease (Ataie-

Kachoie et al, 2013), its pharmacologic effects on hepatoma cells and on autophagy
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processes remain unknown. Furthermore, although inhibition of glioma growth by
minocycline was recently reported to be mediated through endoplasmic reticulum (ER)
stress-induced apoptosis and autophagic cell death (Kim et Suh, 2009), the precise

mechanism of action involved remains unknown.

Membrane type matrix metalloproteinase-1 (MT1- MMP) belongs to the MMP family of
enzymes which play an important role in extracellular matrix (ECM) degradation, allowing
angiogenesis and tumor invasion (Gingras et Béliveau, 2010; Gialeli et al, 2011).It has been
recently demonstrated that MT1-MMP further triggered inflammatory (Koziol et al, 2012;
Akla et al, 2012; Sina et al, 2010), autophagic (Pratt et al, 2012), and ER stress signaling
(Proulx-Bonneau et al, 2011). Accordingly, a role for MT1-MMP as a cell death
sensor/effector through the regulation of ER stress was reported in U87 glioblastoma cells
(Markovic et al, 2011). In fact, MT1-MMP was shown to be involved in Concanavalin-A
(ConA)-induced autophagy as reflected by increased expression of biomarkers such as
BNIP3, and to elicit an inflammatory response through MT1-MMP-mediated increases in
COX-2 (Sina et al, 2010; Pratt et al, 2012). Given that ConA highly induces MT1-MMP and
that the clinically approved antibiotic minocycline showed promising properties for adjuvant
therapy against malignant gliomas, in part through inhibiting microglial MT1-MMP
expression (Markovic et al, 2011), we sought to investigate further the impact of
minocycline. on MT1-MMP-mediated inflammation and autophagy in a ConA-activated

HepG2 hepatoma cell model.
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MATERIALS AND METHODS

Materials : Sodium dodecylsulfate (SDS), concanavalin-A (ConA), minocycline, and bovine
serum albumin (BSA) were purchased from Sigma (Oakville, ON). Cell culture media were
obtained from Life Technologies (Burlington, ON). Electrophoresis reagents were purchased
from Bio-Rad (Mississauga, ON). The enhanced chemiluminescence (ECL) reagents were
from Amersham Pharmacia Biotech (Baie d’Urfé, QC). Micro bicinchoninic acid protein
assay reagents were from Pierce (Rockford, IL). The anti-STAT3 (79D7) and anti-phospho-
STAT3 (Tyr 705) polyclonal antibodies were from Cell Signaling Technology (Beverly,
MA). The polyclonal antibodies against the MT1-MMP catalytic domain and against BNIP3
were from Chemicon (Temecula, CA). Monoclonal anti-glyceraldehyde-3-phosphate
dehydrogen’ase (GAPDH) antibody was from Advanced Immunochemical (Long Beach,
CA). The polyclonal antibody against COX-2 was from Cayman Chemical (Ann Arbor, MI).

Cell cultures : Human hepatocellular HepG2 carcinoma cells were purchased from American
Type Culture Collection (ATCC; HB-8065, Manassas, VA). Serum starvation was
performed by culturing the cells in Eagle's minimal essential medium (EMEM; GibcoBRL)
with 100 units/ml Penicillin/Streptomycin, and from which the 10% inactivated fetal bovine

serum (Hyclone Laboratories, Logan, UT) was omitted.

Detection of autophagic acidic vesicular organelles : HepG2 cells were serum-starved
following the different conditions of treatment with ConA or minocycline, or following
siRNA transfections. Acridine Orange (0.5 pg/mL; Sigma-Aldrich Canada, A6014) was
added to each well, and cells were incubated for 10 minutes at 37°C in the dark.
Fluorescence was then examined by microscopy using a Nikon Eclipse TE2000-U
microscope. Micro-Manager 1.3.39 imaging software (Copyright University of California,
San Francisco, 2007) was used to capture images with a QImaging Retiga 1300 camera;
(Nikon), and data were analyzed with Image] Macbiophotonics (National Institutes of
Health, NIH). Representative images display the Red channel (568 nm) which were then
extracted as a grayscale image using Image]. Mean fluorescence was quantified as the

following ratio : (total red fluorescence of sample - total red fluorescence of sample
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background) / (total red fluorescence of control - total red fluorescence of control

background).

Detection of GFP-LC3 puncta formation : HepG2 cells were harvested on cover slips,
transiently transfected with a cDNA plasmid encoding pEGFP-LC3 (generously provided by
Dr Patrick Labonté, INRS-IAF, QC). Upon ConA treatment, media was removed and cells
were fixed in 10% formalin phosphate buffer (Fisher Scientific, Ottawa, ON) for 20 min,
then blocked for 1 hr in 1% BSA/PBS/NaN;. A solution of 10 pg/ml DAPI diluted in PBS
was used to stain the nuclei. Puncta formation was then examined in 5-10 transfected cells
and quantified by fluorescent microscopy using a Nikon Eclipse TE2000-U microscope. The
Micro-Manager 1.3.39 imaging software was then used to capture images with a QImaging
Retiga 1300 camera, and data were analyzed with Image] Macbiophotonics (NIH).
Representative images display the GFP channel (488 nm) which were then extracted as a
grayscale image using ImageJ. GFP-LC3 puncta formation was defined as bright dots >1.5

SD above the mean cytosolic fluorescence.

Immunoblotting procedures : HepG2 cells were lysed and proteins were separated by SDS—
polyacrylamide gel electrophoresis (PAGE). After eléctrophoresis, proteins were
electrotransferred to polyvinylidene difluoride membranes and immunoreactive material was

visualized by enhanced chemiluminescence.

Total RNA isolation, cDNA synthesis and real-time quantitative RT-PCR : Total RNA was
extracted from HepG2 monolayers using TRIzol reagent (Life Technologies, Gaithersburg,
MD). For ¢cDNA synthesis, 1 pg of total RNA was reverse-transcribed into cDNA using a
high capacity cDNA reverse transcription kit (Applied Biosystems, Foster City, CA). cDNA
* was stored at -80°C prior to PCR. Gene expression was quantified by real-time quantitative
PCR using iQ SYBR Green Supermix (BIO-RAD, Hercules, CA). DNA amplification was
carried out using an Icycler iQ5 (BIO-RAD, Hercules, CA) and product detection was
performed by measuring binding of the fluorescent dye SYBR Green I to double-stranded
DNA. The following primer sets were provided by QIAGEN (Valencia, CA): MT1-MMP
(HS Mmpi4 1 SG QT00001533), BNIP3 (HS_BNIP3 1 SG QT00024178), COX-2
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(HS_PTGS2_1_SG QT00040586), NANOS1 (HS_NANOS1_1_SG QT00219541). The
relative quantities of target gene mRNA against an internal control (B-Actin) RNA were
measured by following a ACT method employing an amplification plot (fluorescence signal
vs. cycle number). The difference (ACr) between the mean values in the triplicate samples of
target gene and those of B-Actin RNA were calculated by CFX manager Software version
2.1 (Bio-Rad) and the relative quantified value (RQV) was expressed as 2%

Transfection method and RNA interference : HepG2 cells were transiently transfected with
20 nM siRNA against STAT3 (HS_Stat3 7 FlexiTube siRNA, $102662338), MT1-MMP
(HS_Mmpl4_6 HP siRNA, S103648841), NANOS1 (HS_NANOS1_5, S104177733) or
scrambled sequences (AllStar Negative Control siRNA, 1027281) using the Dharmafect
transfection reagent (Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA). The small interfering RNA
and mismatch siRNA were all synthesized by QIAGEN and annealed to form duplexes.

Statistical data analysis : Data are representative of three or more independent experiments.
Statistical significance was assessed using Student’s unpaired t-test. Probability values of
less than 0.05 were considered significant and an asterisk identifies such significance in the

figures.
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RESULTS

Minocycline abrogates autophagic acidic vacuole formation, GFP-LC3 puncta formation
and expression of BNIP3 in Concanavalin-A-activated HepG2 cells. ConA is a lectin
reported to trigger inflammation and ECM degradation through MTI1-MMP-mediated
processes (Akla et al, 2012; Sina et al, 2010; Watanabe et al, 2013). More relevantly, ConA
was recently found to trigger autophagy in U87 glioblastoma cells, a process known to
involve MT1-MMP.** We therefore tésted whether minocycline affected ConA-induced
autophagy in HepG2 cells. Serum-starved HepG2 cells were treated with 30pg/ml ConA in
the presence of various concentrations of minocycline. Acridine Orange staining was then
used to assess the extent of autophagic acidic vacuole formation (Fig.1A, upper panels) as
well as of GFP-LC3 puncta formation (Fig.1A, lower panels) which assays are indicative of
autophagy processes. While both the Acridine Orange staining and GFP-LC3 signal in
response to 10 pM minocycline were absent (not shown), we found that ConA induced
acidic vacuole and GFP-LC3 puncta formation (Fig.1B) and that minocycline dose-
dependently antagonized that induction with a maximal effect at 3 pM (Fig.1C). To further
document the molecular effects of minocycline on ConA-induced autophagy, we used
immunofluorescent staining to assess the intracellular expression of autophagy biomarker
BCL2/adenovirus E1B 19 kDa interacting protein 3 (BNIP3) (Fig.2A). We found that
cytoplasmic BNIP3 expression was significantly increased in ConA-activated HepG2 cells

and that minocycline completely abolished that increase (Fig.2B).

Minocycline antagonizes the expression of MT1-MMP and COX-2 proteins in Concanavalin-
A-activated HepG2 cells. In addition to BNIP3 expression, we next determined whether
minocycline also altered the expression of MT1-MMP and COX-2, two inter-related
inflammation-associated biomarkers well documented to be increased by ConA (Akla et al,
2012; Sina et al, 2010). Cell lysates were isolated from ConA-treated HepG2 cells, and we
found that ConA dose-dependently triggered MT1-MMP, COX-2 and BNIP3 protein
expression (Fig.3A and B). When minocycline was concomitantly added to cells with ConA,
we observed a dose-dependent reversal of the ConA-mediated effects on all three induced

biomarkers (Fig.3C and D). Altogether, this cellular and molecular evidence confirmed that
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minocycline can reverse the effects of ConA on markers of autophagy and inflammation

processes.

MTI-MMP is required in Concanavalin-A-induced BNIP3 expression and formation of
autophagic acidic vacuoles. Given that MT1-MMP was recently ascribed intracellular signal
transducing functions in inflammation and in autophagy (Akla et al, 2012; Pratt et al, 2012),
we next assessed the contribution of MT1-MMP to ConA-mediated induction of BNIP3,
COX-2 and autophagic acidic vacuole formation in HepG2 cells. Specific MT1-MMP gene
silencing was performed as described in the Methods section and was shown to antagonize
ConA-induced BNIP3 and COX-2 protein expression as efficiently as does minocycline
(Fig.4A). Gene expression was also assessed under these same conditions and similar effects
were observed for MT1-MMP, BNIP3 and COX-2 transcriptio‘nal regulation (Fig.4B),
suggesting that ConA requires MT1-MMP to relay intracellular signalling that affects gene
transcription. When autophagic acidic vacuole formation was assessed, we observed that
ConA triggered autophagy and that this was similarly antagonized upon either MT1-MMP
silencing or minocycline treatment (Fig.4C). Altogether, these data suggest that MT1-MMP-
mediated signalling is mandat(;ry in the induction of autophagy and inflammation in ConA-
activated HepG2 cells and that minocycline may efficiently affect these processes by

regulating MT1-MMP expression itself.

STAT3 and NANOSI are important signaling and upstream regulators in Concanavalin-A-
induced MTI1-MMP. Recent evidences has indicated a role for signal transducer and activator
of transcription 3 (STAT3)-mediated signaling in the transcriptional regulation of COX-2
and of colony-stimulating factors in ConA-activated mesenchymal stromal cells (Akla et al,
2012; Zgheib et al, 2013). Given that NANOSI has also been suggested to upregulate MT1-
MMP expression at both the gene and protein levels in epithelial tumor cells (Bonnomet et
al, 2008), we therefore decided to silence STAT3 and NANOS1 gene expression and assess
their respective impact on ConA-induced MT1-MMP expression. We found that the
induction of MT1-MMP protein expression by ConA was abrogated in conditions where
either STAT3 or NANOS1 were silenced (Fig.5A). When MT1-MMP gene expression was

assessed, we further found that minocycline significantly reduced the basal levels of MT1-
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MMP and that this inhibitory effect required the expression of STAT3 and NANOSI
(Fig.5B; black bars). Interestingly, NANOSI1 silencing also abrogated ConA-induced gene
expression of MT1-MMP while STAT3 silencing still allowed weak induction of MT1-
MMP by ConA (Fig.5B; grey bars). STAT3 and NANOS1 therefore represent crucial
upstream contributors in the transcriptional regulation of MT1-MMP by ConA, and in the

mechanism of action of minocycline. Finally, we also show that specific gene silencing of

. NANOSI1 and of STAT3 was achieved and did not affect the mRNA levels of each other

(Fig.5C).

Minocycline  inhibits  Concanavalin-A-induced NANOS1 gene expression and
phosphorylation of STAT3. Given the molecular rationale that links NANOS1 to MT1-MMP,
we next tested their interdependence regarding ConA action. HepG2 cells were treated with
various concentrations of ConA which resulted in a linear correlation (#* = 0.976) between
NANOS1 and MT1-MMP expression, and which confirmed that ConA triggers MT1-MMP
and NANOSI in a dose-dependent manner (Fig.6A). Minocycline, which had no effect on
basal endogenous NANOS1 expression (not shown), was next added to ConA-treated cells
and was found to decrease both MT1-MMP and NANOS1 gene expression levels in dose-
dependent fashion (Fig.6B). The impact of NANOS1 was also assessed in ConA signaling.
We found that ConA effectively triggered STAT3 phosphorylation over time, and that
minocycline lowered this phosphorylation (Fig.6C). When NANOS1 gene expression was
silenced, ConA was unable to trigger STAT3 phosphorylation (Fig.6D). Collectively, this
suggests that NANOS1 is an important upstream intermediate in the ConA-mediated

signaling which can also be targeted by minocycline.

Concanavalin-A-induced autophagic acidic vacuole formation requires NANOSI and
STAT3. Our previous data showed the absolute requirement for MT1-MMP in ConA-induced
autophagic acidic vacuole formation (Fig.4C). We next examined the involvement of
NANOSI and of STAT3 in the ConA-mediated induction of acidic vacuoles. Transient gene
silencing was performed for NANOS1, STAT3, and for MT1-MMP, then cells were treated
with ConA and stained with Acridine Orange. We observed diminished acid vacuole
formation in both MT1-MMP and STAT3 silencing, while incomplete inhibition was



observed in cells silenced for NANOSI gene expression (Fig.7).
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DISCUSSION

Recently reported MT1-MMP-associated intracellular signaling functions link MT1-MMP-
mediated ER stress, autophagy and inflammation to the invasive and chemoresistance
signature of cancer cells (Sun et al, 2013; Hanahan et Weinberg, 2000). In line with these
new functions, the present study further strengthens the conception that ConA-induced
autophagy and inflammation processes requires a combined MT1-MMP upsﬁemn induction
and MT1-MMP downstream signaling pathways activation which involve NANOS1 and
which can both be abrogated by minocycline.

Our finding that minocycline efficiently alters the relationship that exists between MT1-
MMP and NANOSI expression (Fig.6A) does not only impact on inflammation/autophagy
processes, but also on the acquisition of chemoresistance and invasive properties of cancer
cells, often correlated to the EMT process. Indeed, NANOS1 is a protein involved in a
variety of processes including cell migration and oogenesis in Drosophila (KSprunner et al,
2001; Forbes et Lehmann, 1998). NANOS1 expression is tightly controlled by the cell
surface adhesion molecule E-cadherin, the lowered expression of which is frequently
associated with tumor formation and progression (Strumane et al, 2006). In fact, high
expression of NANOS1 was reported to correlate with low levels of E-cadherin and with
aggressive tumor behavior (Kitadai et al, 1996; Polette et al, 2005). Interestingly,
overexpression of MT1-MMP was recently demonstrated to induce both EMT processes
associated with breast tumour progression (Pulyaeva et al, 1997) and the generation of cells
exhibiting cancer stem cells properties and decreased expression of E-Cadherin (Yang et al,
2013). How NANOSI1 induces invasiveness still remains unclear but has been, in part,
associated with MT1-MMP upregulation (B;)nnomet et al, 2008). In fact, NANOSI
overexpression upregulated MT 1-MMP at the mRNA and protein levels, and this was shown
to promote cell migration (Bonnomet et al, 2008). It is however still unclear whether the
transducing events involved in this process may also concomitantly trigger some autophagy.
Our data however confirm NANOS1 involvement in ConA-induced MT1-MMP and BNIP3
expression and autophagic acidic vacuole formation. Given that the interdependency

between NANOS1 and MT1-MMP decreases upon minocycline treatment, it is tempting to
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hypothesize that EMT processes can also be efficiently targeted in this way.

A new finding that we bring to our understanding of ConA-induced MT1-MMP mechanism
is the role of STAT3 and more specifically of its phosphorylated intermediate. Silencing of
STAT3 lead to a reduction in ConA-induced MT1-MMP, while NANOS1 gene silencing
also abrogated this phosphorylation event. Whether the effect of NANOS1 knockdown on
STATS3 phosphorylation is a secondary effect due to inflammation is indirectly supported by
the fact that minocycline efficiently reversed ConA-induced COX-2 expression (Fig.4A).
However, this remains to be further investigated possibly through gene silencing strategies of
COX-2. Given that minocycline efficiently inhibited ConA-induced NANOS1 expression,
ConA-induced STAT3 phosphorylation, and ConA-induced autophagic acidic vacuole
formation, we suggest that ConA-mediated signaling can trigger a pathway involving the
NANOS1/pSTAT3 signaling axis to induce MT1-MMP (Fig.8). These observations indicate
a potential dual role for pSTAT3 that would take place not only upstream of MT1-MMP
induction through NANOSI, but also downstream. Indeed, once induced, MT1-MMP
triggers inflammation and autophagy through pathways that involve STAT3
phosphorylation. It was shown that the ConA-induced inflammatory response is mediated by
MTI1-MMP induction which, in turn, activates the JAK/STATS3 signaling pathway in
mesenchymal stromal cells (Akla et al, 2012). More recently, ConA-induced MT1-MMP,
possibly through Toll-like receptor (TLR) activation, also triggered JAK/STAT?3 signaling to
generate pro-angiogenic and immunomodulatory cytokine expression (Fig.8, dotted lines)
(Zgheib et al, 2013; Vinnakota et al, 2013). Interestingly, recent observations point to a
potential anti-angiogenic property of minocycline (Pourgholami et al, 2013). Whether
minocycline also inhibits MT1-MMP-mediated angiogenesis is currently unknown. On the
other hand, what is known is that STAT3 gene silencing does not.prevent ConA-induced
proMMP-2 activation, an event that requires MT1-MMP induction and targeting at the cell
surface (Akla et al, 2012). It is therefore unlikely that STAT3 phosphorylation status may
modulate MT1-MMP expression. How ConA may trigger NANOSI transcription remains
unknown to this date. Several transduction pathways have been recently reported to be
triggered by ConA and these included ERK, RhoA/ROK, JAK/STAT, and NFxB.

Unfortunately, the exact mechanisms involved remain elusive although evidence suggests
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that cell surface TLR may contribute to transduce ConA signaling (Zgheib et al, 2013). As
for minocycline’s anti-ConA effects observed in this study, the only conclusions that can be
safely withdrawn are that it acts as a signal transducer inhibitor affecting gene transcription

that will be the object of future investigations.

In addition to its antibiotic and anti-inflammatory properties, minocycline could therefore be
envisioned as a promising agent to complement current cancer treatment modalities due to its
combined anti-inflammatory and anti-tumoral effects. Indeed, it has been shown that
minocycline inhibited growth of several types of tumor cells including epithelial ovarian
cancer cells and glioma cells (Liu et al, 2013; Pourgholami et al, 2012). Interestingly,
doxocycline is among other members of the tetracycline molecules which, similarly to
minocycline, possess MMP inhibitory functions. 'Although doxocycline’s mechanism of
action on cancer cell growth remains unclear, it also has been associated with suppression of
MMP expression and, more speciﬁcally of MT1-MMP, in pre-clinical models of malignant
epithefial cells (Soulié¢ P et al, 2005).Whether similar inhibitory mechanisms were also
involved in doxocycline effects on melanoma (Shieh et al, 2010), renal and prostate cancer
(van den Bogert et al, 1986), and breast cancer (Meng et al, 2000) remains to be confirmed.
Accordingly, in this study we demonstrate that minocycline inhibits ConA-induced MT1-
MMP in a HepG2 hepatoma cell model.

Minocycline’s anti-inflammatory properties are also believed to be mediated through the
inhibition of pro-inflammatory cytokines such as TNF-a and IL-6 (Ataie-Kachoie et al,
2013; Pourgholami et al, 2013).We further demonstrated here that inflammation, as
monitored by COX-2 induction, requires an MT1-MMP/STAT3 signaling axis (Akla et al,
2012) and is inhibited by minocycline in ConA-activated HepG2 cells. Altogether, these
observations suggest that minocycline could alter the MT1-MMP-mediated JAK/STAT3
signaling axis which makes kinases upstream from the JAK family possible targets for
minocycline. We also present evidence that ConA-induced autophagy is inhibited by
minocycline as shown by decreased BNIP3, GFP-LC3 puncta formation and autophagic
acidic vacuole formation. As minocycline also inhibits MT1-MMP expression, one could

hypothesize that minocycline abrogates ConA-induced-autophagy by preventing MT1-MMP



expression and/or signaling functions. Given that ConA was reported to activate and
transduce part of its signaling through cell surface TLR receptors (Zgheib et al, 2013),
minocycline may therefore also be envisioned as targeting some TLR receptor-mediated

signaling.

" We conclude that in HepG2, ConA-induced-inflammation and autophagy is mediated
through MT1-MMP and can be inhibited by minocycline. We suggest that minocycline
exerts part of its non-antibiotic functions through the inhibition of inflammation and
autophagy by targeting signaling intermediates involved in upstream regulation of MT1-
MMP such as TLR, or NANOSI, but also by impairing subsequent downstream signaling
pathways such as JAK/STAT3.
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Fig.1 : Minocycline inhibits the induction of acidic vacuoles in Concanavalin-A-
activated HepG2 cells. Serum-starved HepG2 hepatoma cells were treated with or without
30 pg/ml Concanavalin-A (ConA) for 24 hours in the presence of various concentrations of
minocycline (0-10 uM). (A) Upper panels : Cells were stained with Acridine Orange as
described in the Methods section, and acidic vacuole formation examined by fluorescent
microscopy. Lower panels : Prior to ConA treatment, cells were transiently transfected with
a plasmid cDNA encoding GFP-LC3. Fluorescent puncta formation was assessed as as
described in the methods section. (B) ConA-induced autophagy was monitored by Acridine
Orange staining (black bars) or upon GFP-LC3 puncta formation (grey bars), and compared
to their respective untreated control cells (white bars). (C) Minocycline effect on Con-A-
treated cells was similarly quantified for different concentrations in ConA-treated cells by
Acridine Orange staining (closed circles) or GFP-LC3 puncta formation (grey circles).
Acridine Orange staining and GFP-LC3 puncta formation pictures are representative out of 3
independent experiments, and correspoﬁding fluorescence analysis are shown. Statistical
significance was assessed using Student’s unpaired t-test. Probability values of less than 0.05

were considered significant and an asterisk (*) identifies such significance.
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Fig.2
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Fig.2 : Minocycline inhibits the induction of BNIP3 in Concanavalin-A-activated
HepG2 cells. Serum-starved HepG2 hepatoma cells were treated with or without 30 pg/ml
Concanavalin-A (ConA) for 24 hours in the presence of 10 uM minocycline. (A) Cells were
fixed and immunostained with either IgG or anti-BNIP3 antibody as described in the
Methods section. DAPI-stained nucleus was visualized in blue (B) Fluoresence
quantification was performed in control (white bar) and ConA-treated (Black bar) cells and
is representative out of 3 independent experiments. Statistical significance was assessed
using Student’s unpaired t-test. Probability values of less than 0.05 were considered

significant and an asterisk (*) identifies such significance.
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Fig.3 : Minocycline antagonizes the protein expression of BNIP3, MT1-MMP, and
COX2 in Concanavalin-A-activated HepG2 cells. Serum-starved HepG2 hepatoma cells
were treated with various Concanavalin-A (ConA) concentrations for 24 hours (A), or co-
treated with ConA (30 pg/ml) with various concentrations of minocycline (C). Cell lysates
were isolated and electrophoresed as described in the Methods sections. Scanning
densitometry measurements were performed (B, D) on two independent experiments. A
representative scanning densitometry profile is shown for the respective treatments. Data

represent mean values from duplicates.
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Fig4 : MT1-MMP is required for Concanavalin-A-induced BNIP3 expression and
formation of acidic vacuoles. Serum-starved HepG2 hepatoma cells were transiently
transfected with a control siRNA (siScrambled) or an siRNA directed against MT1-MMP
(siMT1-MMP), then the cells were treated with 30 pg/ml Concanavalin-A (ConA) for 24
hours in the presence or absence of 10 pM minocycline. (A) Cell lysates were isolated,
electrophoresed and immunodetection performed as described in the Methods sections. (B)
Total RNA was isolated from cells transfected with either a scrambled siRNA sequence
" (siScr) or a specific siRNA against MT1-MMP (siMT1-MMP), and followed by 30 pg/ml
ConA treatment. cDNA was then synthesised and qQRT-PCR performed as described in the
Methods section. A representative qPCR profile, out of three independent experiments, is
shown for the corresponding genes. Data represent mean values from triplicates. Statistical
significance was assessed using Student’s unpaired t-test. Probability values of less than 0.05
were considered significant and an asterisk (*) identifies such significance. (C) Cells were
stained with Acridine Orange as described in the Methods section, and acidic vacuole
formation examined by fluorescence rnic.roscopy in control, ConA-, and ConA/minocycline-

treated cells.
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Fig.5: STAT3 and NANOSI gene silencing abrogate Concanavalin-A-induced MT1-
MMP and BNIP3 expression. HepG2 hepatoma cells were transiently transfected with a
control siRNA (siScrambled) or an siRNA directed against STAT3 (siSTAT3) or NANOS1
(siNANOS1), then serum-straved cells were treated with 30 pg/ml Concanavalin-A (ConA)
for 24 hours. (A) Cell lysates were isolated, electrophoresed, and immunodetection
performed as described in the Methods sections. (B) MT1-MMP gene expression was
assessed in cells that were treated with 10 pM minocycline or 30 pug/ml ConA. Total RNA
was isolated, cDNA synthesized and qRT-PCR performed as described in the Methods




section. (C) The inter-relationship between NANOS1 and STAT3 gene expression was
assessed in cells that were either silenced for NANOS1 (siNANOS], black bars) or silenced
for STAT3 (siSTAT3, grey bars). Total RNA was isolated, cDNA synthesized and qRT-PCR
performed as described in the Methods section. A representative qPCR profile, out of three
independent experiments, is shown for the corresponding genes. Data represent mean values
from triplicates. Statistical significance was assessed using Student’s unpaired t-test.
Probability values of less than 0.05 were considered significant and an asterisk (*) identifies

such significance.
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Fig.6 : Minocycline inhibits Concaﬁavalin-A-induced NANOS1 expression and
phosphorylation of STAT3. (A) Serum-starved HepG2 hepatoma cells were treated with
increasing ConA concentrations. NANOS1 and MT1-MMP gene expression was expressed
as the percent of maximal ConA-induced effect for each gene. (B) ConA-treated HepG2
hepatoma cells were incubated with up to 10 uM minocycline for 24 hours. Total RNA was
isolated, cDNA synthesised and qPCR performed as described in the Methods section. (C)
The levels of STAT3 phosphorylation were assessed in cells that were treated with 30 pg/ml
ConA in the presence or absence of 10 uM minocycline, or in (D) cells that were transiently
transfected with either a control siRNA (siScrambled) or an siRNA directed against
NANOSI (siNANOSI). A representative gPCR profile, from two independent experiments,

is shown for the corresponding genes. Data represent mean values from triplicates.
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Fig.7: Concanavalin-A-induced autophagic acidic vacuole formation requires
NANOSI1 and STAT3. HepG2 hepatoma cells were transiently transfected with a control
siRNA (siScrambled) or an siRNA directed against MT1-MMP, (siMT1-MMP), STAT3
(siSTAT3) or NANOS! (siNANOS1). Serum-starved cells were treated with 30 pg/ml
Concanavalin-A (ConA) for 24 hours, then cells were stained with Acridine Orange as
described in the Methods section, and acidic vacuole formation examined by fluorescence

microscopy.
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Fig.8 : Minocycline exerts anti-inflammatory and anti-autophagy action in ConA-
activated hepatoma cells. Concanavalfn—A (ConA) triggers STAT3 phosphorylation and
NANOS1 gene expression in HepG2 cells. NANOS1 and STAT-3 phosphorylation are
upstream prerequisite for ConA-mediated MT1-MMP gene expression which, in turn,
triggers the inflammatory biomarker cyclooxygenase (COX)-2 expression, as well as the
autophagy biomarker BNIP3 and acidic vacuole formation. Minocycline can exert its effects
by inhibiting ConA-induced STAT3 phosphorylation, or directly on either MT1-MMP or
NANOS1 transcriptional regulation. botted lines : Minocycline exerts anti-angiogenic
effects (Garrido-Mesa et al, 2013). An alternate feedback loop was recently suggested to
occur (Zgheib et al, 2013), where MT[-MMP contributed to STAT3 phosphorylation, which

in turn impacted on proangiogenic transcription of proangiogenic cytokines.



CHAPITRE IV
DISCUSSION

Le cancer, en général, est caractérisé pa:'des signatures moléculaires précises (Schildkraut et
al., 2013). A la base, les cancers dérivent tous d’anomalies 4 I’ ADN non réparé se traduisant
par un déréglement cellulaire complexe impliquant une perte de contrle dans de multiples
voies de signalisation moléculaire (Conde-Perezprina, Leon-Galvan et Konigsberg, 2012).
Cette perte d’homéostasie va conduire de fagon commune 2 une prolifération cellulaire
anarchique 4 l’origine de la tumeur. Une fois la tumeur diagnostiquée, il existe
principalement deux options stratégiques lors de la chimiothérapie, soit viser sa destruction
en ciblant des processus cellulaires vitaux tuant les cellules cancéreuses, mais également des
cellules saines, ou cibler de fagon plus spécifique des mécanismes moléculaires clés
impliqués dans la croissance tumorale et ultimement la formation de métastases. Dans ce
mémoire, mes recherches se sont attardées a des processus impliqués & la fois dans la
croissance de la tumeur, mais égalemel}t dans des mécanismes de survie et de résistance
tumorale. Parmi les signaturés moléculaires agissant a titre d’empreintes caractéristiques du
cancer, une catégorie se démarque autant pour son action directe dans I’invasion tumorale,
que pour son implication dans des voies de signalisation moléculaire clées associées a la
résistance tumorale, il s’agit des MMP, dont plus spécialement la MT1-MMP (Rozanov et
al., 2008).

Importance du ciblage pharmacologique de la MT1-MMP

La contribution directe des MMP dans le caractére invasif des tumeurs (Figure 4.1) en fait
une cible de choix dans le développement de nouveaux médicaments. Toutefois, vu
l'inefficacité liée & des problémes de sélectivité (Zucker et Cao, 2009), il pourrait étre
favorable de plutdt concentrer les efforts sur des MMPs clés jouant un rdle central, non
seulement par leurs activités protéolytiques, mais également par leurs activités signalétiques.

On ciblerait ainsi 4 la fois plusieurs processus en s'attaquant 4 une seule cible. A la lumiére
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des évidences documentées ces derniéres années, il est raisonnable de penser que la MT1-
MMP est I'une des plus importantes MMP. En effet, sa contribution au phénotype agressif
des tumeurs (Etoh et al., 2000), jumelé & son implication & des voies de signalisations
participant a la chimiorésistance comme I’autophagie (Pratt et al, 2012), en fait une cible de
choix. Toutefois un criblage pharmacologique efficace de ses fonctions signalétiques passe
par une meilleure compréhension de l'implication de son domaine cytoplasmique dans des

processus moléculaires impliqués dans diverses étapes de la progression tumorale.
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Figure 4.1 : Les 5 principales fonctions pro-tumorales des MMPs. 1) Les MMPs
favorisent la croissance tumorale en clivant la protéine IGF-BP générant des précurseurs
pour la synthése de facteurs de croissance. 2) Les MMPs peuvent promouvoir la survie
cellulaire par clivage de molécules pro-apoptotiques comme FASL. 3) Les MMPs peuvent

inhiber des réactions immunes contre les cellules cancéreuses en clivant diverses chemokines
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qui ne peuvent plus attirer des leucocytes et par conséquent générer de I’inflammation locale.
4) Les MMPs peuvent promouvoir I’angiogenése en augmentant la biodisponibilité de divers
facteurs de croissances endothéliaux dont le VEGF. 5) Les MMPs participent & 1’invasion

tumorale en dégradant diverses composantes de la MEC ou en activant d’autres MMPs.

[Adapté de Egeblad et Werb, 2002]

Expression des MMPs dans le cancer et implication la de l]a MT1-MMP dans la

résistance tumorale

Les MMPs sont des enzymes protéolytiques trés peu exprimés en condition physiologique et
elles possédent des fonctions biologiques importantes, notamment au cours de
I’embryogenése (Corbel, Boichot et Lagente, 2000). Elles sont en général surexprimées dans
des conditions pathologiques telles que le cancer (Yan et Boyd, 2007). En effet, le niveau
d’expression de certaines MMPs comme la MMP-2 et la MMP-9 est trés élevé dans la
majorité des cancers et est également associé & un mauvais pronostic (Yan et Boyd, 2007).
Toutefois, il s’agit de MMPs solubles sécrétées dans le milieu extracellulaire qui nécessitent
une activation par d’autres MMPs pour étre en mesure de contribuer a la progression
tumorale. La MT1-MMP contribue de fagon majeure a ’activation de ces deux MMPs en
initiant une cascade protéolytique conduisant & leur activation. En effet, la MT1-MMP est
requise dans le mécanisme d’activation de la proMMP-2 qui, a son tour, est capable
d’activer la proMMP-9 latente présente dans le milieu extracellulaire (Toth et al., 2003).
Leurs r6les pathogeénes ne dépend donc pas seulement de leur niveau d’expression, mais plus
encore, de I’expression de molécules activatrices clé comme la MT1-MMP. Surexprimée
dans beaucoup de cancers, la MT1-MMP contribue a I’agressivité des tumeurs, notamment
en favorisant la formation de métastases (Shiomi et Okada, 2003). Une étude clinique sur des
patients ayant des neuroblastomes a montré des taux de survie inférieurs chez les patients
exprimant la MT1-MMP (Tableau 4.1) (Zhang ef al., 2012). Les oncologues sont trés
souvent confrontés & des mécanismes de chimiorésistance lors des thérapies anti-cancers

(Komarova et Wodarz, 2005). En effet, les cellules tumorales soumises a divers traitements
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ont la capacité de s’auto réparer par divers mécanismes dont 1’autophagie (Chen et al.,
2010). De plus, le processus d’autophagie est également une source d’alimentation pour les
tumeurs en hypoxie favorisant leur croissance (Chen et al., 2010). Dans notre étude, nous
mettons en évidence 1’implication de la MT1-MMP dans ’autophagie dans un modéle
cellulaire d’hépatome humain. En effet, I’ utilisation de siRNA contre la MT1-MMP a permis
de démontrer une diminution importante de la formation de vacuoles acides et de
I’expression du biomarqueur autophagique BNIP3 lors d’un traitement a4 la ConA, une
condition connue pour induire un phénotype autophagique dans des cellules d’hépatomes
humains (Chang et al., 2007).

Temps (mois) Taux de survie (valeur relative %)
Patients (N=44) -MT1-MMP (negatif) +MT1-MMP (positif)
0 100 100
15 90 81
20 82 26
30 58 16

Tableau 4.1 : Taux de survie relatif des patients atteints d’un neuroblastome exprimant
ou non la MT1-MMP. Des échantillons tumoraux ont été prélevés chez différents patients
(N=44) atteints d’un neuroblastome afin de déterminer si la MT1-MMP est exprimée ou non
dans le but d’en comparer les taux de survie. Si I’on observe le taux de survie & 20 mois,
environ 82 % des patients sont vivants comparativement & moins de 26 % des patients

exprimant la MT1-MMP.

[Adapté de Zhang et al, 2002]
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Un axe de signalisation impliquant NANOS1 et STAT3 dans la régulation
transcriptionnelle de la MT1-MMP

L’expression de la MT1-MMP est finement régulée par divers facteurs de transcription
capables de se lier & sa séquence promotrice. Parmi ces facteurs, EGR1 et SP1 sont connus
comme étant les principaux facteurs transcriptionnels desa régulation (Haas et al., 1999). La
régulation de la MT1-MMP est trés complexe et affectée & divers niveaux incluant sa
transcription, sa traduction, son activité catalytique et sa dégradation (Hiden et al., 2008).
Récemment, une étude a montré que 1’expression de MT1-MMP serait également régulée par
des micro-ARN comme le miR-133a (Xu et Wang, 2013). Plus intéressant encore, la
phosphorylation de la MT1-MMP sur son unique résidu tyrosine situé a la position 573 de
son domaine cytoplasmique serait impliquée dans la modulation de diverses voies de
signalisation régulant le trafic vésiculaire et I’invasion tumorale (Nyalendo et al., 2007). La
phosphorylation de la Y*” de la MT 1-MMP serait médiée par la kinase SRC et impliquerait
également la voie de signalisation JAK/STAT (Moss et al., 2009). STAT3 serait le plus
important de cette famille au niveau de la régulation des MMPs. En effet, son activation par
phosphorylation serait corrélée & 1’augmentation de diverses MMPs dans diverses lignées
cellulaires (Chen ef al., 2002). Afin de savoir si STAT3 est associé a la régulation de la
transcription de la MT1-MMP, nous avons utilisé un ARN interférant contre STAT3 suivie
d’un traitement cellulaire & la ConA, une condition connue pour induire a la fois sa
phosphorylation et ’expression de 1a MT1-MMP (Zgheib et al., 2013). Les résultats obtenus
montrent que ’induction de la MT1-MMP par la ConA est antagonisée en absence de
phosphofylation de STAT-3. Une étude récente a également montré que la protéine
NANOSI, associée a la répression de molécules d’adhérence telle la E-Cadherine, serait
impliquée dans le r6le invasif des tumeurs. En effet, elle est surexprimée dans les cellules
cancéreuses de poumons et capable de réguler ’expression de la MT1-MMP (Bonnomet et
al., 2008). Nous avons donc, lors d’une expérience préliminaire, analysé 1’expression
génique de NANOS]1 dans des biopsies de tumeurs cérébrales de différents grades afin de
déterminer si NANOSI1 pouvait corréler avec 1’agressivité des tumeurs. Les résultats obtenus
montrent une augmentation de son expression génique en fonction du grade de tumeurs

(figure 4.2). Puisque que NANOS1 pourrait potentiellement étre impliquée dans I’invasion
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tumorale, nous avons voulu déterminer si elle avait un réle dans I’induction de la MT1-MMP
par la ConA. Nous avons donc utilis¢é un ARN interférant contre NANOS1 dans notre
modele cellulaire d’hépatome humain, ce qui a permis de démontrer que NANOSI est requis
dans I’induction de la MT1-MMP par la ConA. Sachant maintenant que NANOS1 et STAT3
sont tous deux impliqués dans la régulation transcriptionnelle de la MT1-MMP, nous avons
voulu déterminer la relation entre ces deux molécules en déterminant la cascade de
signalisation en aval de la MT1-MMP par I’utilisation d’ARN interférent. Les résultats
obtenus montrent que la protéine NANOS1 est requise dans la cascade d’événements menant
4 la phosphorylation de STAT3, alors que STAT3 n’est pas requise dans I’induction de
NANOSI. Nous mettons donc en évidence pour la premiére fois I’implication d’un axe de
signalisation NANOS1/STAT3 dans le mécanisme de régulation transcriptionnelle de la
MT1-MMP.
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Figure 4.2 : Expression génique de NANOS1 dans des tissus sains ou des tissus de
tumeurs cérébrales. L’ ARN total provenant de tissus cérébraux humains sains ou cancéreux
a été isolé et I’expression génique de NANOSI a été déterminée par RT-qPCR sur les cDNA
respectifs. Les résultats montrent une augmentation réguliére de 1’expression de NANOS1 en

fonction du grade de la tumeur.

Contribution de I’inflammation et de I’autophagie dans le phénotype invasif des

hépatomes humains

Les carcinomes hépatocellulaires sont des tumeurs malignes du foie représentant, a I’heure
actuelle, la cinquiéme cause de mortalité par cancer au niveau mondial (Llovet, Burroughs et
Bruix, 2003). IIs sont généralement diagnostiqués a un stade avancé ce qui limite I’efficacité
d’intervention auprés des patients atteints. Les traitements conventionnels font appel
principalement aux thérapies systémiques cytotoxiques et sont souvent peu\ efficaces

(Bertino et al., 2013). En effet, il est maintenant accepté par les oncologues que les
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traitements plus ciblés, affectant des cibles moléculaires impliquées dans divers processus de
la carcinogenése, serait plus efficace. Les hépatomes sont, dans la plupart des cas,
développés dans un microenvironnement inflammatoire chronique causé par des virus, des
toxines et des troubles métaboliques du foie (Alison, Nicholson et Lin, 2011). Le mécanisme
inflammatoire est complexe et implique des cyclo-oxygénases, particuli¢rement la COX-2
reconnue pour jouer un réle clé en catalysant la conversion d’acide arachidonique en PGE2
qui sont impliquées dans la production de plusieurs métabolites pro-inflammatoires
favorisant la tumorigenése (Greenhough et al., 2009). L’expression de la COX-2 est trés
élevée dans les carcinomes hépatocellulaires qui ont la particularité de la surexprimer a des
stades précoces favorisant la mise en place d’un microenvironnement inflammatoire
nécessaire a leur progression (Cervello et Montalto, 2006). Il a été démontré chez la souris
que la suppression de la COX-2 diminue la taille des tumeurs hépatocellulaires par des
mécanismes affectant la prolifération cellulaire (Kern et al., 2004). Il est maintenant connu
que l’autophagie favorise la croissance des tumeurs non seulement par dégradation
catabolique de matériel cellulaire leur générant de 1’énergie nécessaire pour croitre, mais
également en étant impliquée dans les mécanismes de résistances tumorales (Liu, Mao et
Liu, 2011). Une des principales raisons des insuccés des thérapies contre les carcinomes
hépatocellulaires est la chimiorésistance (Meena et al., 2013). En effet, une des particularités
des hépatomes est de posséder une activité autophagique élevée qui favorise la réparation
d’organelles endommagées par les agents théfapeutiques diminuant ainsi ’efficacité de
traitement et du méme coup, amplifiant la résistance tumorale secondaire (Didg etal., 2011).
Il a également été documenté que 1’autophagie serait impliquée en tant que médiatrice dans
I’invasion tumorale, le mécanisme demeure toutefois inconnu (Li et al, 2013). Cette
nouvelle information suggére un lien potentiel avec les MMPs. Dans notre étude, nous avons
confirmé 'importance de la MT1-MMP dans des phénoménes autophagiques. En effet,
I'utilisation d’ARN interférant contre la MT1-MMP ne permet plus Iinduction par la ConA
des vacuoles acides et du biomarqueur autophagique BNIP3. L’utilisation d’inhibiteurs
pharmacologiques ciblant 2 la fois ’autophagie et I’inflammation, deux processus trés actifs
dans les carcinomes hépatocellulaires, pourrait favoriser une diminution de la progression

tumorale et diminuer les phénomeénes de résistance.
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Implication du domaine cytoplasmique de la MT1-MMP dans I’autophagie

Les MT-MMP sont ancrées a la membrane plasmique et ont la particularité de posséder de
courts domaines cytoplasmiques d’environ 20 acides aminés dont les fonctions sont de plus
en plus documentées et sont associ€es a des processus de signalisation impliqués dans la
progression tumorale (Egeblad et Werb, 2002). Alors que les études des derniéres années se
sont principalement focalisées sur le rdle protéolytique des MT-MMP, la mise en évidence
de I’implication de leur domaine cytoplasmique dans le cancer ouvre désormais la porte vers
une meilleure compréhension de leurs fonctions en tant que molécule de signalisation. Le
domaine cytoplasmique de la MT1-MMP est documenté pour son implication dans la
régulation de I’angiogenése. Au niveau moléculaire, il régulerait 1’expression
transcriptionnelle du VEGF et également I’expression de NF-kB le principal facteur de
transcription de COX-2 (Sounni et al., 2011). Le domaine cytoplasmique de MT1-MMP
participerait également a l’activation de la kinase SRC impliquée dans la migration
cellulaire. Plus intéressant encore, cette activation est en mesure d’initier une cascade
d’événements conduisant a I’activation de m-TOR qui est le régulateur négatif du processus
autophagique (Eisenach et al., 2010). La modulation de voies signalétiques impliquant m-
TOR et le domaine cytoplasmique de la MT1-MMP, suggére un role de la MT1-MMP dans
I’autophagie. La relation entre le domaine cytoplasmique de la MT1-MMP et ’autophagie a
récemment été inférée (Pratt et al, 2012). En effet, la surexpression’ d’un mutant recombinant
de la MT1-MMP ne possédant pas de domaine cytoplasmique, était incapable d’induire un
phénotype autophagique dans des cellules de glioblastomes, alors que la surexpression du
type sauvage induisait la formation de puncta LC3, un biomarqueur associé¢ a la formation de
I’autophagosome. De fagon similaire, nous avons montré que la MT1-MMP est requise dans
I’acquisition du phénotype autophagique par la ConA. Nous avons également analysé, lors
d’expériences complémentaires, I’expression génique du biomarqueur autophagique ATG9
impliqué dans P’étape initiale de la biogenése de 1’autophagosome dans des cellules de
glioblastomes humains. Nous avons traité les cellules avec divers agents pouvant induire
P’autophagie dans des conditions ol ’expression de la MT1-MMP a été réprimée par un
ARN interférant. Les résultats obtenus montrent une diminution importante de 1’expression

d’ATG9 induite par les divers agents ldrsque la MT1-MMP est réprimée, confirmant une
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corrélation entre la MT1-MMP et la formation de 1’autophagosome (Figure 4.3).
L’implication du domaine cytoplasmique de la MTI-MMP dans le mécanisme de
signalisation de 1’autophagie demeure encore mal documenté. Il devient donc impératif
d’accentuer les recherches afin de mieux comprendre le rdle et I’implication du domaine
cytoplasmique de la MTI-MMP dans des mécanismes tels que l’autophagie afin de

développer des agents thérapeutiques anti-cancer plus ciblés.




84

Gowgl
Blogendse Autophagosome
A Phagophore
(G —
G -b Recycisge
s : &
Assemblage d '.:'
& ol —
B , ft
ATGO 5 MT1-MMP
y O sSCRMMBLED L O i
H ?a B SiMT1-MMP §_ | P10
[$ ? I Dovocyeine
a 10
,Ee i gg SB3CT
C- =
- z ° w
£51 8¢
ox £
o .
° = - x (-] » o
8§ ¢ g g 8 3 E sSerambied SMTHAAP
L4

Figure 4.3: Effets de la MT1-MMP sur P’expression gémique du biomarqueur pro-
autophagique ATG9. A) Résumé des étapes de la formation de I’autophagosome. ATG9 est
impliqué dans les étapes initiales d’assemblage permettant la synthése du phagophore. B)
Des cellules de glioblatomes (U87) ont été traitées avec divers agents phamacologiques pour
induire ’expression d’ATG9 dans des conditions siScrambled (contrdle) ou siMT1-MMP.
L’expression génique d’ATG9 a ensuite ét€ analysée par RT-qPCR. Les résultats montrent
une diminution significative de ’expression d’ATG9 induite par ’ARP101, la DOX, le SB
lorsque la MT1-MMP est réprimée, confirmant son importance dans le processus
autophagique. C) Confirmation de la répression de MTI-MMP dans les différentes

conditions.

[Adapté de Yammamoto et al, 2002; Desjarlais et Annabi, 2013]
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Propriété anti-tumorale de la minocycline : Un réle potentiel dans le traitement des

hépatomes humains ?

Enfin, nous avons étudié I’impact de la minocycline, un antibiotique dérivé de la famille des
tétracyclines, sur plusieurs processus contribuant au caractére agressif des carcinomes
hépatocellulaires. Nous avons donc utilisé un modéle cellulaire HepG2 afin d’avoir un
modéle in vitro représentatif d’hépatomes dans lequel des traitements avec ou sans ConA ont
été effectués afin d’induire la MT1-MMP et de mimer une résistance tumorale secondaire.
La ConA est reconnue pour induire un phénotype inflammatoire (Sina et al, 2010) et
autophagique (Chang et al, 2007). La minocycline est un antibiotique de seconde génération
utilisée depuis plus de 30 ans pour ses propriétés bactéricides (Ji et al., 1993). Plusieurs
études récentes lui conférent des propriétés non-antiobiques, affectant des mécanismes
moléculaires diversifiés et jouant un rdle anti-inflammatoire, anti-apoptotique et anti-
angiogénique (Garrido-Mesa, Zarzuelo et Galvez, 2013). Une étude récente a également
démontré que la minocycline diminuait la croissance des gliomes en inhibant 1’expression de
la MT1-MMP (Markovic et al., 2011). Toutefois, le mécanisme de répression de la MTI-
MMP par la minocycline est demeuré iniconnu. A partir de ces évidences, nous avons donc
tenté d’évaluer ’effet de la minocycline sur des processus inflammatoires et autophagiques,
mais également de déterminer si son action sur la MT1-MMP est directe, ou si I’action est
sur des effecteurs affectant plutdt la transcription de la MT1-MMP. Les résultats obtenus au
cours de notre étude montrent que non seulement la minocycline posséde des propriétés anti-
inflammatoires, mais elle est également en mesure de diminuer le phénotype autophagique
induit par la ConA via un mécanisme d’action ciblant la MT1-MMP. En effet, la
minocycline est capable de diminuer directement le niveau d’expression génique basal de la
MT1-MMP, ce qui a comme répercussion secondaire d’inhiber 1’expression de biomarqueurs
de l’inflammation et de 1’autophagie lors d’une stimulation a la ConA. De plus, la
minocyline diminue le niveau de phosphorylation de STAT3 induit par la ConA. Non
seulement STAT3 est impliqué dans 1’expression de la MT1-MMP, mais il est également un
effecteur critique dans la régulation de 1’angiogenése (Chen et Han, 2008). La minocycline
inhibe également 1’expression de NANOSI, un autre modulateur de la transcription de

MT1-MMP. Nous démontrons donc pour la premiére fois une corrélation importante entre
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P

NANOSI1 et MT1-MMP dans le mécanisme d’action de la minocycline suggérant qu’elle
cible en premier lieu NANOSI1 qui se traduit par une répression transcriptionelle de la MT1-
MMP et de ses fonctions signalétiques (Figure 4.4). Collectivement, les données recueillies
au cours de cette étude suggeérent un role anti-tumoral de la minocycline dans le traitement

des carcinomes hépatocellulaires.
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Figure 4.4 : Schéma récapitulatif de ’effet de la minocycline sur la régulation de Ia
MT1-MMP. Dans notre étude, nous montrons que la ConA induit la transcription de la
MT1-MMP via une voie de signalisation impliquant NANOS1 et STAT3. La surexpression
de la MTI-MMP est associée a I’induction de COX-2 impliqué dans le phénotype
inflammatoire, ainsi que 1’induction de la formation de vacuoles acides et de BNIP3, deux

biomarqueurs caractéristiques du phénotype autophagique. Enfin, nous suggérons que la
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minocycline peut inhiber la cascade d’événements menant au phénotype inflammatoire et

autophagique inductible par la ConA en inhibant ’expression génique de NANOS]1.

[Adapté de Zgheib et al, 2013]



CONCLUSION

L’importance des MMPs dans le phénotype invasif des hépatomes peut étre considérée
comme une signature moléculaire du cancer. Certaines, comme la MT1-MMP, se
démarquent en jouant un double réle dans la tumorigenése en contribuant a la fois & la
dégradation de la MEC, et & l’induction de signaux impliqués dans plusieurs voies
signalétiques importantes menant & ’autophagie et & la chimiorésistance tumorale. Une
meilleure compréhension des mécanismes de signalisation médiés par la MT1-MMP devient
donc nécessaire dans 1’élaboration de stratégies thérapeutiques anti-cancers. L’utilisation
d’inhibiteurs pharmacologiques permettant de réprimer la transcription de MMPs impliquées
dans les processus de signalisation associés a la progression et la résistance tumorale pourrait
potentialiser 1’action anti-cancer en diminuant également la chimiorésistance secondaire.
Nous avons donc montré au cours de cette étude le potentiel anti-tumoral de la minocycline
par ses propriétés anti-inflammatoires et anti-autophagiques. De plus, nous avons identifié
pour la premiére fois deux nouveaux effecteurs moléculaires (STAT3 et NANOSI)
impliqués dans la transcription de la MT1-MMP. Nous mettons également en évidence la
participation de NANOS1 dans la phosphorylation de STAT3 induite par la ConA. De fagon
globale, nous proposons un nouveau mécanisme d’action de la minocycline dans la cascade
d’événements inhibant les fonctions de signalisation de la MT1-MMP en ciblant I’axe
NANOSI1/STAT3. Collectivement, nos résultats suggerent donc un potentiel anti-tumoral
pour la minocycline dans le traitement des hépatomes humains. La minocycline pourrait
diminuer 4 la fois I’invasion tumorale tout en minimisant le micro-environnement
inflammatoire caractéristique des hépatomes. De plus, ’administration de minocycline en
combinaison avec un traitement classique pourrait possiblement diminuer des phénomeénes
de résistance tumorale par autophagie. L’étude réalisée dans le cadre de ce mémoire permet
aussi de réaffirmer le réle de MT1-MMP 4 titre d’acteur clé dans la modulation de plusieurs

voies de signalisation intracellulaires.
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Perspectives dans le traitement du cancer : un réle pour les antibiotiques ?

Depuis la derniére décennie, le domaine biomédical est en recherche constante de nouveaux
agents pharmacologiques capables d’éliminer les cellules cancéreuses tout en préservant un
maximum de cellules saines. Le manque de spécificité des agents pharmacologiques est la
cause premiére des limitations au niveau des doses administrées se répercutant par des
phénoménes de chimiorésistance secondaire. Les antibiotiques sont depuis des siécles
utilisés dans le traitement des infections bactériennes et ciblent la plupart du temps de
maniére trés spécifique, des enzymes impliquées dans la synthése d’ ADN ou dans la mitose,
tuant la bactérie. Hormis leur grande spécificité dans les modéles bactériens, les chercheurs
se sont attardés au cours de la derni¢re décennie au rdle potentiel des antibiotiques dans le
traitement contre le cancer. Plusieurs études ont montré des régressions tumorales
importantes lors de traitements aux antibiotiques avec un minimum d’effets secondaires,
suggérant un grand potentiel dans le traitement de certains cancers dont le cancer du sein
(Singha et al., 2013) et du pancréas (Wang et al., 2013). Par exemple, la Gemifloxacin,
reconnue pour inhiber I’ADN gyrase des bactéries, a un fort potentiel anti-métastasique dans
le cancer du sein chez la souris, en réprimant de fagon trés spécifique NF-xB impliqué dans
des voies de survie cellulaire (Chen et al, 2013). De plus, il a été démontré que
I’optimisation de la structure moléculaire de certains antibiotiques, comme la Novobiocin
ayant des propriétés anti-prolifératives, permettait d’accroitre jusqu’a 700 fois son efficacité
pharmacologique (Zhao et al., 2011). Toutefois, P’optimisation dans le « design » de la

Novobiocin n’était alors basée que sur notre compréhension de sa liaison avec la HSP90, et

il devient désormais nécessaire de bien connaitre toutes les interactions des antibiotiques au -

niveau moléculaire et d’identifier leurs nouvelles cibles potentielles.

Incidemment dans notre étude, nous avons mis en évidence un nouveau mécanisme d’action
de la minocycline dans linhibition de I’inflammation et de 1’autophagie basé sur la
répression de la MT1-MMP. En perspective, |’identification du domaine et ultimement de la
séquence d’acide aminée de la MT1-MMP impliquée dans le processus de signalisation
régulant I’autophagie et I’inflammation pourrait étre effectuée en utilisant des plasmides

encodant différentes portions de domaines de délétion de la MT1-MMP. Cette identification
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permettrait de cibler et d’inhiber des mécanismes de signalisations autophagiques par des
antibiotiques au terme d’une modélisation optimisée, tout en bénéficiant des propriétés anti-
inflammatoires de 1’agent. La découverte de nouveaux antibiotiques affectant la progression
tumorale, ainsi que I’identification de leurs nouvelles cibles spécifiques pourraient ouvrir la

porte vers de nouveaux traitements thérapeutiques contre le cancer.
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