
REMERCIEMENTS 

J'aimerais remercier tout cf'abora(j)r. 1?,J:charaŒé{i:veau pour m'avoir intégrée 

au sein ae son équipe au faboratoire ae méaecine mo{écufaire. Le aocteur Œé{iveau 

m'a fourni un cac!re ae travai{ propice à r apprentissage et a su me transmettre sa 

passion pour fa science et sa ri.gueur sàentifique. I{ m'a accoraé sa confiance, m'a 

soutenue et encouragée tout au fong ae mes étudés aoctorafes. 

Je tiens égarement à remercier res membres au jury pour avoir plis fe temps 

d'éva{uer cette tfièse. 'Merci à fa (])re Crére (])u6ois, professeure à rVniversité 

Sfier6roo/?s,o au.J( (j)rs C1?96ert :M.oreau et rr:rançois (])ragon, professeurs à rVniversité 

au Qué6ec à :Montréa[ 

Je aésire égarement remercier fe (])r (j)enis qingras pour son étroÙe 

co{faboration à ce projet dé thèse, pour {a {i:6erté et {a confiance qu 'ifm'a accoraées, 

pour sa cfisponi6ifité et 6ien entenau son sens ae rfiumour. 

:Mes remerciements vont aussi au (])r J{ervé Sartefet, patfio{ogiste au CJ{V 

Sainte-Justine, pour sa co{fa6oration et sa cfisponi6iHté. 

:Mes remerciements vont égafement au.J( (])rs Œ,cûtfi Œeaufieu, Sy{vie Lamy et 

(])ominique Œ01:vin pour reurs précieu.J( conseifs. :Merci à <Edith pour {es 60ns 

moments passés ensem6fe et ses encouragements constants. 



11 

'Un merci tout particu{ier à ryannè've CRg[[ànd avec qui J'ai clieminé durant 

toute ma formation. :Jv!.erci ryanou pour toutes nos activités scientifiques et non 

scientifiques, pour nos rires, nos grognes. .. 

Je voudrais remercier tous res mem6res du {aboratoire de médecine mofécufaire 

pour avoir aggrémenté {'environnement au faboratoire. :Jv!.erci à o/aférie, :Jv!.atfiieu, 

:Naom1~ :Ni.cofas, (J)aV1a, qenevi.ève, CÉric, ~né, :Jv!.éfanie. Je rememe 

particufièrement :Marie et Sorpour reur précieuse aide. Je remercie égarement Ju{ie 

(Poirier, Cécire (Poù'ier, :Marie-Paure et Isabe{[e pour reur co{[aboration. :Jv!.erci 

égarement au-:{. (J)rs :Jv!.icfid(j)eme ure, Œorliane }lnnabi et }lntfiony 1?Jgina. 

:Jv!.erci à mes parents, qui ma{gré {'océan qui nous séparait, m'ont encouragé 

continue{{ement. :Merci âavoir touJours cru en moi et merci pour ('amour que vous 

m'avez apporté. :Jv!.erci àJean-Nodet }luréfie pour reurs encouragements. 

Je ne pourrais terminer sans remercier mon épou:{, pour m'avoù' accordé ses 

encouragements, son soutien mora{et son amour. 'Merci 1?jcfiardd'avoir toujours été 

présent dans res bons et {es moins bons moments. 



Ji cTranqui[[e
 
Ji mes parents
 
Ji mon épou:{
 



TABLE DES lVll\TIÈRES 

LISTE DES FIGURES viii
 

Thèse viii
 

AI1icle 1 viii
 

AI1icle 2 ix
 

AI1icle 3 ix
 

Article 4 ix
 

LISTE DES TABLEAUX x
 

Thèse x
 

AI1icle 3 x
 

LISTE DES ABRÉVIATIONS, SIGLES ET ACRONYMES xi
 

LISTE DES SyMBOLES xiii
 

RÉSUMÉ xiv
 

INTRODUCTION 1
 

PREMIÈRE PARTIE
 
ÉTAT DES CONAISSANCES 3
 

CHAPITRE 1
 
LA PROGRESSION TUMORALE .4
 

1.1 Angiogenèse tumorale 5
 

1.1.1 Définition de l' angiogenèse 5
 

1.1.2 Morphologie des vaisseaux 6
 

1.1.3 Mécanismes de l'angiogenèse tumorale 6
 

1.2 Invasion tumorale 9
 

1.2. J Interaction des cellules avec la MEC 10
 



v 

1.2.2 Dégradation de la membrane basale et de la MEC. 13
 

1.2.3 Migration cellulaire 19
 

1.3 Métastase 23
 

CHAPITRE Il
 
LA MTI-MMP 25
 

2.1 Caractéristiques structurales de la MTI-MMP 25
 

2.2 Substrats de la MT I-MMP 27
 

2.2.1 Composants de la MEC 27
 

2.2.2 Protéines solubles 28
 

2.2.3 Protéines de surface 29
 

2.3 Régulation de la MTI-MMP 30
 

2.3.1 Régulation de l'expression génique 30
 

2.3.2 Régulation de l'activité protéolytique 31
 

2.3.3 Régulation de la localisation 33
 

2.4 Rôles de la MT I-MMP dans la progression tumorale 34
 

2.4.1 Expression de la MTl-MMP dans les tumeurs 34
 

2.4.2 Rôle dans l' angiogenèse tumorale 34
 

2.4.3 Rôle dans]' invasion tumorale 35
 

2.4.4 Rôle dans le processus de métastase 39
 

2.5 La MTI-MMP comme cible thérapeutique anti-tumorale 39
 

DEUXIÈME PARTIE 
CONTRIBUTIONS PERSONNELLES AI 

CHAPITRE III
 
PROJET DE RECHERCHE .42
 

3.1 Problématique .42
 

3.2 Hypothèses de h·avai1.. 44
 

3.3 Objectifs de recherche .45
 

3.4 Stratégie expérimentale .46
 

3.4.1 Études in vitro .46
 

3.4.2 Études in vivo 48
 



vi 

3.4.3	 Études cliniques .49
 

3.4.4	 Élaboration d'un outil permettant d'inhiber la MTI-MMP
 

phosphorylée 50
 

CHAPITRE IV
 
ARTICLES 51
 

4.1	 Phosphorylation Src-dépendante de la MT I-MMP sur son résidu
 

cytoplasmique tyrosine 573 : rôle dans la migration des cellules endothéliales
 

et tumorales 52
 

Résumé 52
 

Acceptation des coauteurs 53
 

Contribution de l' auteure principale et des coauteurs 54
 

Manuscrit. 55
 

4.2	 L'altération de la phosphorylation de la MTl-MMP sur son résidu tyrosine
 

réduit la prolifération des cellules tumorales dans des matrices
 

tridimensionnelles et bloque la croissance tumorale chez la souris 83
 

Résumé 83
 

Acceptation des coauteurs 84
 

Contribution de l'auteure principale et des coauteurs 85
 

Manuscrit 86
 

4.3	 Identification de la MT I-MMP phosphorylée en association avec la
 

progression du neuroblastome 116
 

Résumé 116
 

Acceptation des coauteurs 117
 

Contribution de l' auteure principale et des coauteurs 118
 

Manuscrit. " 119
 

4.4	 L'inhibition de la phosphOlylation de la MTI-MMP bloque la progression
 

tumorale chez la souris 141
 

Résumé 141
 

Acceptation des coauteurs 142
 

Contribution de ]'auteure principale et des coauteurs 143
 

I\1anuscrit. 144
 



vu 

CHAPITRE V
 
DISCUSSION 165
 

CONCLUSIONS ET PROSPECTIVES 177
 

APPENDICE A
 
AUTRES CONTRIBUTIONS 179
 

BIBLIOGRAPHIE 180
 



LISTE DES FIGURES 

Thèse 

Figure 1.1 Structure des vaisseaux sanguins 7
 

Figure 1.2 Étapes de l'angiogenèse tumorale 8
 

Figure 1.3 Jonctions cellulaires 11
 

Figure 1.4 Structures des MMP 16
 

Figure 1.5 Régulation des MMP 18
 

Figure 1.6 Étapes de la migration mésenchymateuse 3D 20
 

Figure 1.7 Migration amiboïde 3D 22
 

Figure 1.8 Étapes du processus de métastase 24
 

Figure 2.1 Domaines structuraux de la MTI-MMP 26
 

Figure 2.2 Localisation de la MTI-MMP lors de la migration cellulaire 36
 

Figure 2.3 Activation de la proMMP-2 par la MT I-MMP à la surface cellulaire 37
 

Figure 3.1 Séquence cytoplasmique de la MTI-MMP .45
 

Figure 3.2 Différents mutants de la MTl-MMP utilisés dans l'identification et la
 

caractérisation de la phosphorylation de la MTI-MMP .47
 

Figure 3.3 Modèles de culture de cellules 20 et 3D .48
 

Figure 3.4 Modèle de croissance tumorale chez la souris 49
 

Figure 5.1 Nouvelle approche thérapeutique contre le cancer. 176
 

Aricle 1
 

Figure 1 MTI-MMP is phosphorylated on its cytoplasmic tyrosine residue 573 78
 

Figure 2 Caveolin-I and caveolae are not necessary for MT I-MMP phosphorylation 79
 

Figure 3 Generation of polyclonal phosphospecific antibodies against MTI-MMP
 

phosphorylated on tyrosine 573 80
 

Figure 4 SI P-dependent phosphorylation of MT J-MMP in fibrosarcoma and endothelial
 

cells 81
 



ix 

Figure 5 Mutation of cytoplasmic tyrosine 573 of MT I-MMP impairs !Umor and
 

endothelial cell migration 82
 

Article 2
 

Figure 1 Impairment ofMTI-MMP tyrosine phosphorylation allers œil morphology
 

of HT-l 080 fibrosarcoma cells 11 0
 

Figure 2 Inhibition of tumor cell proliferation in 3D collagen matrices by a non
 

phosphorylable MTI-MMP mutant. 111
 

Figure 3 Cell cycle analysis of HT-I 080 cells expressing wild-type MTI-MMP or
 

Figure 4 Inhibition of tumor cell invasion of collagen gels by a non phosphorylable
 

Figure 5 Inhibition of anchorage-independent growth by a non phosphorylable
 

Y573F mutant in 2D and :m collagen matrices 112
 

MTI-MMP 113
 

MTI-MMP 114
 

Figure 6 Inhibition of tumor growth by the non phosphorylable mutant of MT I-MMP 115
 

Article 3
 

Figure 1 Immunostaining of pMTI-MMP in NB samples 138
 

Figure 2 Inhibition of neuroblastorne cell proliferation and migration by a non
 

phosphorylable mutant of MT l-MMP 139
 

Figure 3 Localisation of tyrosine phosphorylated MT 1-MMP in NB cells 140
 

Article 4
 

Figure 1 Inhibition of MTI-MMP phosphorylation by ACM-14 157
 

Figure 2 Reduction of tumor cell proliferation within 3D collagen matrix by ACM-14 158
 

Figure 3 ACM-14 induœs apoptosis of tumor cells 159
 

Figure 4 Inhibition of tumor growth by ACM-14 160
 

Supplementary figure SI Cellular uptake of ACM-14 and scACM-14 peptides 161
 

Supplementar}' figure S2 162
 



LISTE DES TABLEAUX
 

Thè~'e 

Tableau 2.1 Diversité des substrats de la MTI-MMP , 28 

Article 3 

Table 1 Clinical features of289 patients with NB diagnosis 136 

Table 2 Univariate analysis of pMTI-MMP expression in clinicopathologix features., 137 



2D 
3D 
ACM-14 
ANOVA 
ATP 
BAEC 
BSA 
CD44 
cDNA 
CE 
DMEM 
DNA 
DTT 
ECM 
EDTA 
EGF 
EGFR 
EGTA 
EMEM 
EMMPRIN 
ERK 
FACS 
FAK 
FBS 
FGF 
GPI 
GST 
HEPES 
HRP 
HUVEC 
ID 
IEF 
Ig 
IL-I~ 

IL-2R 
IP 
FITC 
LRP 
MBL 

LISTE DES ABRÉVIA TIONS, SIGLES ET ACRONYMES 

bidimensionnelle
 
tridimensionnelle
 
Gluellnapedia-coupled cytoplasmic MMP-/4 
allalysis of variance 
adénosine triphosphate 
boville aorric endofhelial cells
 
bovine serum albumine
 
c!USfer ofdesignarion 44
 
complemetary DNA 
cellules endothéliales 
Dulbeco 's mod(tïed essenfial medium 
deso:ryribonucleOfid acid 
dithiotreitium 
eXfracellular mafrix 
efhylene diamine fefraacefic acid 
epidermal growfhfacfor 
EGF recepfor 
ef/z}tene glycol fefraacefic acid 
Eagle's modijïed essellfial medium 
extracellular matrix metalloproteinase inducer 
eXfracellular relafed kinase 
f1uorescence-acfivafed cell sortillg 
focal adhesioll kinase 
feral bovine serum 
fibroblasf growrhjàcfor 
glycosyl pllOsphafidylillositol 
glutathion-S-transferase 
4-(2-hydroxyefhyl)-/-piperazineeflumesulfonic acid 
/Zorseradish peroxidase 
human umbilical vein endoflzelial cells 
immunodédection 
isoelecfric focusùzg 
immunoglobuline 
interleukine / befa
 
interleukine 2 recepfor
 
immunoprécipitation
 
.fluorescein isofhicyallare 
low dellsity lipoprofeill recepfor-relared profein 
mannose-binding lectin 



xii 

MCP-3 
MEC 
MMP 
MT1-MMP 
mRNA 
NB 
NF-lCB 
NS 
PARP 
PBS 
PC6 
PCR 
POGF 
PECAM 
p53 
PVDF 
pY 
qPCR 
RANKL 
RECK 
RNA 
RNAse 
RT-PCR 
scACM-14 
SlP 
SOF-l 
SOS 
SOS-PAGE 
SEM 
SH2 
siRNA 
TBS 
TGF-p 
TIMP 
TMA 
TNF-a 
tPA 
uPA 
VEGF 
VEGFR 
z-VAD-fmk 

monocyte chemotactic protein-3 
matrice extracellulaire 
marrix meralloproteinase 
memhrane-t)pe 1 marrix meralloproteinase 
messenger RNA 
neurobJastome 
nue/earfacror kappa B 
not sign!ficanr 
Poly (ADP-ribose) polymerase 
phosphate buffered saline 
proteine COflvertase 6 
polymerase c/win reaction 
plate/et-derived gro\Vfh factor 
platelet endothelia/ cell adhesion mo/ecule 
protéine 53 
po/yviny/idene difluoride 
phosphor tyrosine 
quantitative PCR 
receptor activaror ofNK-ICB ligand 
reversion-inducing-cysteine rich protein with Kazal motifs 
ribonucleotide acid 
ribonuc/ease 
reverse transcription PCR 
scrambled ACM-14 
sphingosine-I-phosphate 
stromal-derivedfactor-l 
sodium dodecyl sulphate 
SOS-po/yacrylamide gel e/ecrrop/lOresis 
standard error ofmean 
src /lOmology domain 2 
small ùzrel!ering RNA 
tris buffèred saline 
transforming growth factor bera 
tissue inhibitor ofmetalloproteinase 
tissue microarray 
tumor necrosis factor alpha 
tissue-type plasmùlOgen activaror 
urokùwse-t)'pe plasminogen activator 
vascular endothelial growthfacror 
VEGF receptor 
Benzy/oxycarbonyl-Val-A/a-Asp (OMe) jluorometh.-r/ketone 



oc 
% 
Da 
g 
h 
kDa 
m 
M 
mg 
min 
mm 
mM 
ml 
n ou N 
ng 
p 

SD 
sec 

LISTE DES SYMBOLES 

unite de température, degré Celcius 
pourcentage 
Daltons 
force gravitationnelle 
unité de temps, heure 
kilo Daltons 
unité de mesure, mètre 
unité de concentration, molaire (mole/l) 
unité de poids, milligramme 
unité de temps, min 
unité de mesure, millimètre 
unité de concentration, millimolaire (mmole/l) 
unité de volume, millilitre 
nombre d'observations 
unité de poids, nanogramme 
probabilité 
stmzdard deviation 
unité de temps, seconde 
unité de poids, microgramme 
unité de volume, microlitre 
unite de mesure, micromètre 
unité de concentration, micromolaire (Ilmole/l) 
volts 



RÉSUMÉ 

Durant la progression du cancer, les cellules tumorales doivent envahir les tissus afin 
de se propager dans l'organisme. Pour ce faire, elles sécrètent ou expriment à leur surface des 
métalloprotéases matricielles, des enzymes capables de dégrader les composants de la 
matrice extracellulaire. Parmi ces enzymes, la métalloprotéase matricielle de type 
membranaire 1 (la MTl-MMP) joue un rôle primordial dans la progression tumorale. La 
MTI-MMP dégrade de nombreux composants de la matrice extracellulaire et des protéines 
de surface. Grâce à son activité protéolytique, la MTI-MMP joue un rôle important dans les 
différentes étapes de la progression tumorale. En effet, la MTl-MMP est importante dans 
l'angiogenèse tumorale, la formation de nouveaux capillaires à partir de vaisseaux pré­
existants, car elle permet aux cellules endothéliales d'envahir la matrice extracellulaire. La 
MTI-MMP est également impliquée dans l'invasion tumorale et la formation de métastases. 
Bien que l'activité protéolytique de la MT I-MMP soit importante pour ses fonctions, 
plusieurs études ont démontré la participation de la séquence cytoplasmique de l'enzyme 
dans la migration et l'invasion tumorales. Toutefois, les mécanismes par lesquels le domaine 
intracellulaire de la MTI-MMP contribue aux fonctions de l'enzyme n'ont pas encore été 
élucidés. La présente thèse avait pour objectif principal d'étudier les mécanismes menant à 
l'implication du domaine cytoplasmique de la MTI -MMP dans la progression tumorale. 

Le premier objectif des travaux de recherche présentés dans cette thèse était 
d'identifier et de caractériser la phosphorylation de la MTI-MMP dans sa portion 
cytoplasmique. Pour ce faire, nous avons utilisé la mutagenèse dirigée afin d'identifier le site 
de phosphorylation de la MT I-MMP. Nos résultats démontrent que la MTI-MMP est 
phosphorylée sur son unique résidu tyrosine 573 situé dans la portion intracellulaire de 
l'enzyme. Cette phosphorylation a été confirmée par l'utilisation d'anticorps reconnaissant 
spécifiquement les formes phosphorylées de la MTI-MMP. De plus, la phosphorylation de 
cette enzyme requiert la présence de la kinase Src. La stimulation des cellules tumorales avec 
un facteur chimioattracteur induit la phosphorylation de la MT I-MMP endogène dans les 
cellules tumorales et endothéliales. Nous avons également montré que la phosphorylation de 
la MTI-MMP sur son résidu tyrosine intracellulaire est importante pour la migration des 
cellules tumorales et endothéliales. 

Le second objectif de cette thèse était d'étudier l'implication de la phosphOl)'lation de 
la MTI-MMP dans la prolifération des cellules dans des matrices tridimensionnelles in vitro 
ainsi que dans la croissance tumorale in vivo. Nous avons constaté que la phosphot)'lation est 
importante pour la croissance des cellules tumorales dans des mattices tridimensionnelles 
alors qu'elle ne l'est pas dans des matrices en deux dimensions. Également, la 
phosphorylation de la MTI-MMP est nécessaire aux propriétés tumorigènes des cellules 
tumorales, à savoir la capacité de ces dernières à envahir de denses balTières de collagène 
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fibrillaire et à former des colonies dans l'agar mou. Fait intéressant, nous avons constaté que 
l'inhibition de la phosphOl)'lation de la MTI-MMP empêche la formation de xénogreffes 
chez la souris, suggérant que la MTl-MMP phosphorylée joue un rôle essentiel dans les 
mécanismes menant au développement tumoral. 

Le troisième objectif de cette thèse était de vérifier si la MT I-MMP phosphorylée 
était nécessaire pour la progression tumorale au niveau clinique. Nous avons donc étudié des 
spécimens provenant de biopsies de patients atteints de neuroblastome. Nos résultats ont 
démontré que la MTI-MMP phosphorylée était exprimée surtout dans les cas de 
neuroblastome avec un mauvais pronostic, alors que les cas qui avaient un bon pronostic 
exprimaient peu la MTI-MMP. Ces données indiquent que la phosphorylation de la MTI­
MMP pourrait jouer un rôle important dans le développement du neuroblastome. 

Compte tenu du rôle majeur de la MTI-MMP phosphorylée dans la progression 
tumorale, le quatrième objectif de ces travaux de recherche était de concevoir une molécule 
pouvant inhiber la phosphorylation de la MTl-MMP afin de réduire le développement 
tumoral. Nous avons donc développé l'ACM-14, un peptide correspondant à la séquence 
cytoplasmique de la MTl-MMP dans laquelle la tyrosine a été remplacée par une 
phénylalanine et couplé à une séquence perméable aux cellules. Nos résultats démontrent que 
ACM-14 réduit la phosphorylation de la MTl-MMP et retarde par conséquent la croissance 
tumorale in vivo. 

En somme, les travaux présentés dans cette thèse apportent de nouvelles informations 
quant à l'implication du domaine intracellulaire de la MT I-MMP dans la progression 
tumorale. Les résultats présentés vont contribuer au développement et à l'élaboration de 
nouvelles stratégies afin d'inhiber le développement du cancer. 

Mots clés: cancer, invasion tumorale, MT I-MMP, phosphorylation. traitement du cancer 



INTRODUCTION 

Les décès reliés au cancer représentent 13% de la mortalité mondiale; environ 10 

millions de personnes découvrent chaque année qu'elles sont atteintes de cancer dans le 

monde et plus de 6 millions décèdent chaque année des suites de cette maladie. Durant les 

dernières décennies, les industries pharmaceutiques ont déployé moult efforts dans le 

développement de nouveaux médicaments capables de détruire les cellules cancéreuses. 

Malgré les progrès considérables effectués dans le traitement de cettains types de cancer 

(leucémie, lymphomes, cancer des testicules), les formes les plus communes de cancer 

(cancers du poumon, du cerveau, du sein et de la prostate, par exemple) sont encore trop 

souvent résistantes aux traitements conventionnels de chimiothérapie. La compréhension des 

mécanismes régissant le développement du cancer revêt donc une importance capitale pour la 

découverte de nouveaux médicaments plus efficaces à enrayer ou à retarder significativement 

la progression tumorale. 

La métalloprotéase matricielle de type membranaire 1 (MTI-MMP) est une enzyme 

très étudiée à cause de son implication dans les différents processus de la progression 

tumorale. Bien qu'il soit reconnu que l'activité enzymatique de la MT1-MMP soit nécessaire 

pour son implication dans la progression tumorale, sa pOltion intracellulaire participe 

également à ces événements, mais les mécanismes de cette contribution sont peu connus. La 

présente thèse vise à étudier le domaine cytoplasmique de la MTI-MMP et son implication 

dans la progression tumorale. Pour ce faire. nous avons util isé différentes stratégies 

expérimentales faisant intervenir des techniques in vitro et ill vivo, et des études cliniques 

utilisant des biopsies provenant de patients atteints de cancer. 

La présente thèse se divise en deux parties: la première présente l'état des 

connaissances actuelles, et la deuxième les contributions personnelles de l'auteure de la 

thèse. Dans cette deuxième pmtie, le premier chapitre est consacré à la présentation du projet 
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de recherche alors que le deuxième chapitre présente les résultats des travaux de recherches 

sous forme d'articles publiés ou soumis dans des journaux scientifiques. Le troisième 

chapitre de la deuxième partie présente une discussion générale de la thèse. 



PREMIÈRE PARTIE 

ÉTAT DES CONNAISSANCES 



CHAPITRE 1 

LA PROGRESSION TUMORALE 

Le développement du cancer est un phénomène extrêmement complexe qui se 

déroule en plusieurs étapes. Cette pathologie survient lorsque la cellule normale subit des 

modifications génétiques (Ilyas et al., 1999) de façon spontanée ou suite à des événements 

accidentels et rares, tels que la présence d'agents génotoxiques, de radiations ou de virus 

(ColdiIZ, Sellers et Trapido, 2006). La cellule acquiert alors des caractéristiques tumorales, en 

un procédé impliquant plusieurs transformations successives provenant d'altérations 

génétiques importantes (Hanahan el Weinberg, 2000). D'abord, la cellule développe une 

autosuffisance face aux facteurs de croissance, devient insensible aux signaux d'arrêt de 

croissance, échappe au processus de mOlt par apoptose et parvient à se répliquer 

indéfiniment. n en résulte une masse tumorale composée de cellules transformées qui se 

multiplient de façon anarchique (Hanahan et Weinberg, 2000). À cette étape, d'une part, la 

tumeur peut croître relativement lentement et rester localisée à son site d'origine sans être 

néfaste pour l'organisme: elle est alors dite bénigne. D'autre part, la tumeur peut subir 

d'autres transformations additionnelles, devenir maligne et évoluer en cancer par un 

processus appelé progression tumorale. Ce processus implique la sécrétion de facteurs de 

croissance par les cellules tumorales afin de promouvoir la formation de nouveaux capillaires 

sanguins à pal1ir de vaisseaux préexistants, par un phénomène nommé angiogenèse tumorale. 

Le nouveau réseau vasculaire ainsi formé, reliant la masse tumorale au système vasculaire de 

l'organisme, permet à la tumeur de s'alimenter en nutriments et en oxygène, et par 

conséquent de se développer (Folkman, 1995). C.ertaines cellules tumorales acquièrent 

ensuite la capacité d'envahir les tissus et de se propager dans l'organisme par un processus 
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appelé métastase, ce dernier étant responsable de 90% des décès reliés au cancer (Yilmaz, 

Christofori et Lehembre, 2007). Dans les paragraphes suivants, les principales étapes de la 

progression tumorale sont décrites. 

1.1 Angiogenèse tumorale 

1.1.1 Définition de i'angiogellèse 

Afin de fonctionner normalement et de survivre, les tissus ont besoin d'un apport 

continu en oxygène et en nutriments provenant du réseau vasculaire. Pour cette raison, toutes 

les cellules de l'organisme sont situées à environ \00 à 200 ~m des capillaires sanguins, 

distance à laquelle l'oxygène peut diffuser vers les tissus (Tonini, Rossi et Claudio, 2003). 

Par conséquent, si aucun nouveau capillaire n'est fonné, la croissance des tissus est limitée à 

quelques millimètres cubes. L'angiogenèse, soit la formation de nouveaux capillaires à partir 

de vaisseaux préexistants, est un phénomène assez rare chez l'adulte (Hobson et Denekamp, 

1984), Néanmoins, l'angiogenèse est impliquée dans plusieurs processus physiologiques 

incluant le développement embryonnaire (Pepper et al., 2000), le renouvellement des tissus 

du système de reproduction de la femme (Hyder et Stancel, 1999) et la cicatrisation 

(Tonnesen, Feng et Clark, 2000). Dans ces conditions, l' angiogenèse est très contrôlée et ne 

dure qu'une courte période de temps avant d'être complètement inhibée. Toutefois, le 

dérèglement des mécanismes qui régissent le contrôle de J'angiogenèse soutient le 

développement de plusieurs pathologies telles que le cancer (Folkman, 1995), la rétinopathie 

diabétique (Fen'ara et Alitalo, 1999) et l'arthrite rhumatoïde (Koch, 1998). En effet, ces 

pathologies détournent à leur profit le processus d'angiogenèse. 
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1.1.2 Morphologie des vaisseaux sanguins 

Chez l'adulte, les vaisseaux sanguins occupent une surface supérieure à 1000 m2
• En 

pl us de former une ban'ière physiologique statique, ils possèdent des fonctions de synthèse, 

sécrétrices, métaboliques et immunologiques. Les vaisseaux sanguins sont formés d'une 

seule couche de cellules spécialisées, les cellules endothéliales, qui forment l'endothélium 

vasculaire et sont en contact direct avec le flux sanguin. L'endothélium réside sur une 

membrane basale composée de protéines de la matrice extracellulaire, formant ensemble la 

tunique interne des vaisseaux sanguins (voir Figure 1.1). Cette tunique interne est entourée de 

cellules murales, comprenant essentiellement des péricytes, de cellules musculaires lisses ou 

de cardiomyocytes, formant ainsi la tunique moyenne. Les péricytes, recrutés par les cellules 

endothéliales durant la vasculogenèse, i.e. la néo-formation de vaisseaux sanguins, jouent un 

rôle important dans la maturation et la stabilisation des vaisseaux, en stoppant le 

renouvellement des cellules endothéliales. Lors de la néovascularisation, les péricytes sont 

sélectivement éliminés des vaisseaux angiogéniques (Griffioen et Molema, 2000 ; TOl1ora et 

Grabowski, 2002). 

1.1.3 Mécanismes de l'angiogenèse tumorale 

Il est bien établi que la croissance des tumeurs solides dépend du processus 

d'angiogenèse (Folkman, 1971, 1990). Le développement tumoral débute par une phase pré­

vasculaire, durant laquelle la tumeur croît jusqu'à une taille d'environ 1 à 2 mm3 et reste en 

dormance. Dans cet état, la tumeur subsiste grâce à un équilibre entre prolifération et 

régression. Afin de croître davantage, les cellules tumorales sécrètent des molécules 

angiogéniques promouvant la vascularisation de la tumeur. Cette transition de la tumeur de 

l'état de dormance à l'état vascularisé est appelée swirch angiogénique (Hanahan et Folkman, 

1996). 
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Tunique interne 

Endothélium ­

Tunique 
p"fprnp 

LumièreLumière
 

Artère
 Vl'illP 

Lumière 

Endothélium 2~~~~;=:=oj- Membrane basale 
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Figure 1.1 Structure des vaisseaux sanguins. Il existe trois différents types de vaisseaux 
sanguins: les capillaires qui sont les plus simples (tunique interne) et les plus petits (8 à 10 
ilm), les artères et les veines, ces dernières possédant en plus une tunique moyenne et une 
tunique externe. mustration tirée et modifiée de (Tortora et Grabowski, 2002). 

L'angiogenèse tumorale est un processus dynamique et complexe durant lequel les 

cellules tumorales produisent et sécrètent des facteurs angiogéniques, permettant ainsi aux 

cellules endothéliales de proliférer, de produire des molécules capables de dégrader la 

matrice extracellulaire, de changer leurs propriétés d'adhésion, de migrer, d'échapper à la 

mort par apoptose et finalement de se différencier en nouveaux vaisseaux ( voir Figure 1.2) 

(Munoz-Chapuli, Quesada et Angel Medina, 2004). 

Lors du switch angiogénique, les cellules tumorales augmentent leur capacité de 

produire des molécules angiogéniques. Par exemple, la majorité des tumeurs augmentent 
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l'expression du facteur de croissance de l'endothélium vasculaire (VEGF) ainsi que des 

facteurs de croissance des fibroblastes (FGF). Par contre, certaines tumeurs diminuent 

l'expression d'inhibiteurs endogènes de l'angiogenèse, tels que la thrombospondine-l ou 

l'interféron-~ (Hanahan et Weinberg, 2000). Suite à leur sécrétion par les cellules tumorales, 

les molécules angiogéniques activent les cellules endothéliales (CE) via leurs récepteurs de 

surface. L'activation des CE entraîne leur prolifération ainsi que l'expression de protéases, 

incluant les métalloprotéases matricielles (MMP) et les activateurs du plasminogène, 

provoquant ainsi la dégradation de la membrane basale et de la matrice extracellulaire. La 

dissolution de la matrice extracellulaire permet également de libérer les molécules 

angiogéniques qui y sont emprisonnées (Bhushan et al., 2002). 

3. Ua.1~ClD aux réccplc 
lU1f I,cR CE 

•. S6e1ttit')1 ... 

4. Acti.... atlon 4k~ CB 

5. PJiDlif~œtiol! 

\'ks CE 

" 6. Migra4iorl d.c~ CE 

1. DégJa.&ti(lC1 
de~aMEC 

8. F'Ô1l'l'.JU!01l de t1ibulc~ 

9. FDnnat..ion d.'une boucle 

Figure 1.2 Étapes de l'angiogenèse tumorale. L'angiogenèse tumorale implique la 
production (1) et la sécrétion (2) de facteurs angiogéniques par les cellules tumorales. Suite à 
l'activation des cellules endothéliales (CE) par les facteurs angiogéniques (3, 4), ces 
dernières prolifèrent et forment des nouveaux vaisseaux afin d'alimenter la tumeur (5, 6, 7. 8, 
9 et 10). TIlustration tirée du site web de l'Angiogellesis Foundation (http://www.angio.org). 
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Les MMP altèrent également les jonctions entre les cellules endothéliales, permettant 

aux projections cellulaires (bourgeonnements) de passer à travers les espaces ainsi créés. Ces 

bourgeonnements des vaisseaux formés de novo s'accroissent en direction de la tumeur, la 

source de leurs stimuli. Les cellules endothéliales envahissent la matrice ex tracellulaire et 

corrunencent à migrer et à proliférer à l'intérieur de la masse tumorale, où elles s'organisent 

en tubules (canalisation) et créent une nouvelle membrane basale afin d'établir une stabilité 

vasculaire. La formation de la lumière du vaisseau durant la canalisation est possible grâce 

aux interactions entre les protéines de surface et les composants de la matrice extracellulaire. 

Les protéines impliquées dans ces interactions incluent la cadhérine VE et la PECAM-l 

(Tonini, Rossi et Claudio, 2003). 

Le nouveau réseau vasculaire permet à la tumeur, non seulement de s'alimenter et de 

se débarrasser de ses déchets, mais aussi de détruire et envahir les tissus avoisinant par un 

processus appelé invasion tumorale. 

1.2 Invasion twnorale 

Afin de se répandre dans l'organisme, les cellules tumorales doivent s'infiltrer dans 

les tissus environnants, les détruire et les coloniser. Cette invasion des tissus par les cellules 

tumorales se caractérise par trois étapes distinctes, soit la diminution de l'interaction des 

cellules tumorales avec la matrice extracellulaire (MEC), la dégradation de cette dernière et la 

migration des cellules tumorales. Chacune de ces étapes est régie par plusieurs interactions 

moléculaires spécifiques entre les cellules tumorales et la MEC environnante et les cellules 

du stroma. Les paragraphes qui suivent décrivent chacune des étapes impliquées dans le 

processus d'invasion tumorale. 
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1.2.1 Interactwn des cellules avec la MEC 

Chez les organismes multicellulaires, les tissus possèdent une organisation 

llidimensionnelle (3D) permettant aux cellules d'accomplir les fonctions tissulaires 

complexes. Afin d'adopter et de maintenir leur organisation 3D, les tissus baignent dans un 

réseau extracellulaire complexe de protéines et de protéoglycanes (la MEC), permettant aux 

cellules d'adhérer, de se mouvoir, de proliférer et de subir des changements morphologiques 

(Lin et Bissell, 1993). Au début du processus d'invasion tumorale, les cellules tumorales 

subissent plusieurs transformations conduisant à une diminution des contacts intercellulaires 

et des interactions entre les cell ules et la MEC. 

/.2././ Perte des jonctions intercellulaires 

Dans un tissu normal, les cellules sont reliées entre elles par des structures protéiques 

appelées jonctions intercellulaires. Ces structures permettent aux cellules de communiquer 

entre elles et contribuent au maintien de l'organisation 3D des tissus. TI existe trois types de 

jonctions intercell ulaires; les jonctions étanches (serrées), les jonctions d'ancrage 

(desmosomes et hémidesmosomes) et les jonctions communicantes (gap) (voir Figure 1.3). 

Chaque jonction est constituée d'un composant du cytosquelette relié à une protéine 

transmembranaire par une molécule de liaison, et nécessite un ligand externe. Les protéines 

transmembranaires sont des molécules d'adhésion qui comprennent plusieurs types de 

protéines: les cadhérines, les intégrines, la superfamille des immunoglobulines (Ig), les 

sélectines, les connexines, les occludines et les claudines (Bock, 1991). 

Les cadhérines représentent la plus importante superfam.il\e de molécules d'adhésion. 

L'expression de la cadhérine E, la molécule d'adhésion la plus abondante dans les jonctions 

d'ancrage de l'épithélium, est diminuée dans la majorité des cancers d'origine épithéliale. 

Cette baisse d'expression est déterminante pour le processus d'invasion tumorale, puisque 
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plusieurs équipes de recherche ont démontré que la surexpression de la cadhérine E supprime 

le phénotype invasif de plusieurs types de cell ules tumorales (Frixen et al., 1991 ; Hsu et aL, 

2000 ; Luo. Lubaroff et Hendrix, 1999 ; Vleminckx et al., 1991). 

La cadhérine E forme un complexe moléculaire avec les caténines, des molécules de 

liaison cytoplasmiques reliant la cadhérine Eau cytosquelette d'actine, cette interaction étant 

importante pour une adhésion intercellulaire solide. Plusieurs études ont démontré que la 

baisse d'expression de la caténine ~, et par conséquent l'instabilité des complexes d'adhésion 

intercellulaire, constitue un facteur favorisant l'invasion tumorale (Bremnes et al., 2002). 

Filaments d'actine 
Jonction 

, / étanche 

Jonction 
+- d'ancrage 

IIIIS~~ 
Jonction 

+- communicante 

+- Desmosomes 

Figure 1.3 Les jonctions intercellulaires. Les jonctions étanches empêchent l'échange de 
matériel à travers la membrane. Les jonctions d'ancrage (incluant les desmosomes) 
permettent aux cellules d'adhérer entre-elles. Le transfel1 de matériel d'une cellule à l'autre 
s'effectue à travers les jonctions commun icantes. 
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/.2./.2 Modification de l'adhésion des cellules à la MEC 

La MEC est un assemblage de différents types de macromolécules: les protéines de 

structure (collagènes et élastine), les protéines d'adhésion et les polysaccharides 

(glycosaminoglycanes et protéoglycanes). La famille des collagènes, qui compte une 

vingtaine de membres, est la composante majeure de la MEC et joue un rôle de soutien et de 

résistance mécanique. Le collagène peut être fibrillaire (par exemple le collagène de type 1 

qui représente 90% de tous les collagènes), ou non fibrillaire (le collagène de type IV) 

(Prockop et Kivitikko, 1995). L'élastine est un autre composant fibrillaire de la MEC qui 

confère une élasticité aux artères, aux muscles, aux poumons, au cœur et à la peau. Parmi les 

protéines d'adhésion de la MEC se trouvent la laminine, la vitronectine, la fibronectine et la 

tenascine (Ekblom, 1996). La membrane basale, une structure spécialisée de la MEC 

constituée à 80% de laminine. joue un rôle d'intertàce entre la MEC et les épithélium et 

endothélium. 

Afin d'adhérer à la MEC, les cellules possèdent à leur sUlface des récepteurs 

transmembranaires des molécules d'adhésion de la MEC. Ces récepteurs, les intégrines, non 

seulement permettent aux cellules d'adhérer à la MEC, mais jouent également le rôle de 

transducteurs de signaux provenant de la MEC vers l'intérieur de la cellule. Les intégrines 

sont des hétérodimères constitués de sous unités a et ~, celles-ci pouvant former jusqu'à 25 

combinaisons différentes, chaque combinaison pouvant reconnaître spécifiquement un groupe 

de molécules d'adhésion de la MEC. Par exemple. l'intégrine av~3 se lie à une grande variété 

de molécules, incluant la fibronectine, le fibrinogène, le facteur de von Willbrand, la 

vitl'onectine, les formes dégradées de collagène et de laminine, alors que l'intégrine aS~1 se 

lie sélectivement à la fibronectine 5. Les intégrines jouent un rôle important dans j'invasion 

cellulaire, en promouvant l'adhésion des cellules à la MEC, en régulant les voies de 

signalisation intracellulaires qui contrôlent l'organisation du cytosquelette et la survie, et 

également en prévenant l'apoptose (Hood et Cheresh, 2002). 
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Durant l'invasion tumorale, les cellules cancéreuses subissent des changements 

importants au niveau de l'expression des intégrines à la surface cellulaire et au niveau de 

l'affinité des intégrines à la MEC. Par exemple, les intégrines Uv~J, a2~1 et <4~1 sont fortement 

exprimées aux fronts d'invasion des cellules de mélanome malin, alors qu'elles sont très peu 

exprimées par les cellules de mélanomes pré-néoplasiques (non invasifs) (Brooks, Clark et 

Cheresh, 1994 ; Seftor, Seftor et Hendrix, 1999). De plus, l'induction de l'expression des 

sous unités av ou ~J dans des cellules de mélanome augmente leur potentiel métastatique 

(Felding-Habermann et al., 1992; Filardo et al., 1995). De la même façon, l'expression de 

l'intégrine a6~4 est augmentée durant la progression du carcinome de la thyroïde (Serini et 

al., 1996), ou des papillomes (Tennenbaum et al., 1993). Par contre, l'expression de certaines 

intégrines est diminuée durant l'invasion tumorale. C'est le cas des sous unités al, U6, ~I et ~4 

dans le cancer du sein (Mizejewski, 1999). 

1.2.2 Dégradation de la membrane basale et de la MEC 

Durant la progression tumorale, en plus des changements importants au niveau des 

interactions intercellulaires et entre les cellules et la MEC, les cellules tumorales augmentent 

leur potentiel à induire la protéolyse de la membrane basale et de la MEC. Pour ce faire, elles 

produisent en grande quantité de nombreuses protéases extracellulaires dont les cibles sont 

les protéines de la MEC, les molécules d'adhésion et les protéines à la surface cellulaire. 

Trois grandes familles de protéases sont impliquées dans la dégradation de la MEC: les 

cathepsines, les activateurs du plasminogène et les métalloprotéases matricielles. 

J.2.2. J Les carlzepsùzes 

Les cathepsines sont une famille de Il endopeptidases localisées généralement dans 

les endolysosomes. Certaines cathepsines spécifiques ont des fonctions extracellulaires ; c'est 

le cas de la cathepsine K qui est secrétée par les ostéoclastes, et qui joue un rôle dans le 
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remodelage osseux. L'expression des cathepsines est augmentée dans la majorité des cancers. 

Durant la progression tumorale. elles peuvent être intracellulaires, secrétées ou associées à la 

surface cellulaire, contribuant ainsi à la dégradation de la MEC. Plusieurs études impliquant 

l'utilisation de modèles de souris transgéniques ont confirmé le rôle des cathepsines dans la 

croissance et l'invasion tumorale (Mohamed et Sloane, 2006). Lorsque sécrétées, les 

cathepsines vont cliver certaines protéines de la MEC telles que la laminine (Buck et al., 

1992 ; Ishidoh et Kominami, 1995), le collagène de type IV (Buck et al., 1992) et la tenascine 

C (Mai et al., 2002). Les cathepsines clivent également des protéines impliquées dans 

l'adhésion des cellules avec la MEC, telles que la cadhérine E (Gocheva et al., 2006). 

l.2.2.2 Les activateurs du plasminogène 

L'activation du plasminogène joue un rôle important dans l'invasion tumorale et le 

processus de métastase. En effet, les activateurs du plasminogène sécrétés par les cellules 

cancéreuses transforment le plasminogène inactif en sa forme active, la plasmine, qui à son 

tour dégrade la majorité des composants de la MEC et de la membrane basale, facilitant ainsi 

l'invasion des tissus par les cellules tumorales. n existe deux types d'activateurs du 

plasminogène: le type urokinase (urokinase-type plasminogen activator, uPA) qui est 

principalement associé aux tumeurs, et le type tissulaire (tissue-type plasminogen activaror, 

tPA) qui joue un rôle clé dans le système de coagulation (Andreasen, Egelund el Petersen, 

2000). 

1.2.2.3 Les métal/oprotéases matriciel/es 

Les métalloprotéases matricielles (MMP) représentent une grande famille 

d'endopeptidases dépendantes du zinc qui, collectivement, dégradent tous les composants de 

la MEC (Chambers et Matrisian, 1997; Curran et Murray, 1999). Le premier membre de la 

famille des MMP, une collagénase maintenant connue sous le nom de MMP-I, a été identifié 
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en 1962 par Gross et Lapière (Gross et Lapiere, 1962). À ce jour, il existe 25 différentes 

MMPs identifiées chez l'humain. La dégradation de MEC joue un rôle important dans 

plusieurs conditions physiologiques normales, entre autres durant le développement. la 

reproduction et le maintien de l'homéostasie, mais également dans diverses pathologies 

impliquant la destruction des tissus (par exemple le cancer et l'arthrite rhumatoïde) et les 

maladies cardiovasculaires (Nagase et Woessner, 1999). Dans le cancer et les autres 

pathologies, l'expression des MMP est fortement augmentée et est associée à un mauvais 

pronostic chez les patients atteints de cancer (Egeblad et Werb, 2002). 

Les membres de la famille des MMP peuvent être sécrétés ou ancrés à la membrane 

plasmique. Les MMPs peuvent être divisées en huit groupes structuraux distincts (voir Figure 

lA). Bien que la composition soit différente d'un groupe à l'autre, les MMPs possèdent 

toutes une structure de base dans laquelle on retrouve un domaine catalytique possédant un 

motif HEXGH qui chélate les atomes de zinc, un pré-domaine situé en N-terminal qui les 

dirige vers le réticulum endoplasmique, ainsi qu'un pro-domaine qui les maintient sous forme 

latente. Certaines MMPs, les matrilysines MMP-7 et MMP-27, ne possèdent que cette 

structure de base. En plus de la structure de base, toutes les autres MMPs possèdent un 

domaine hémopexine, relié au domaine catalytique par une région charnière, qui est 

responsable des interactions avec leurs inhibiteurs tissulaires des métalloprotéases (TIMPs), 

les molécules de surface et les substrat protéolytiques. D'autres domaines spécialisés sont 

également retrouvés dans certaines MMPs (voir Figure 104). Les métalJoprotéases ancrées à 

la membrane sont soit transmembranaires avec un court domaine cytoplasmique, soit 

associées à la membrane par une ancre glycosyl phosphatidylinositol (GPI), ou encore par un 

signal d'ancrage en N-terminal (Egeblad et Werb, 2002). 

Les fonctions des MMP sont multiples et retlètent leur importance dans la 

progression tumorale. Une des fonctions des MMP est l'activation des proMMP. Par 

exemple, la proMMP-2 peut être activée par la MMP-14 (MTI-MMP) (Strongin et aL, 1995) 

ou la MMP-15 (MolTison et al., 2001). Afin de créer un espace extracelJulaire propice à la 

migration cellulaire, les MMPs dégradent tous les composants structurels de la matrice 
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Figure 1.4 Les structures des MMP. Pre, Pré-domaine; Pro, Pro-domaine; SA, signal 
d'ancrage; Catalytic, domaine catalytique; Zn, atome de zinc; H, domaine charnière, 
Hemopexin, domaine semblable à l'hémopexine, Fi, domaine semblable au site de liaison de 
la fibronectine; Fu, site de reconnaissance de la furine; Vn, domaine semblable à la 
vitronectine; TM, domaine transmembranaire; Cy, domaine cytoplasmique, GP!, ancre 
gJycosyJ phosphatidylinositol ; Ig-like, domaine semblable aux immunoglobulines. 
nIustration tirée et modifiée de (Egeblad et Werb, 2002). 
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extracellulaire. Toutefois, la dégradation de la MEC par les MMP produit des effets bien plus 

complexes qu'uniquement la promotion de la migration cellulaire. En plus des protéines et 

protéoglycanes structurels qui la composent, la matrice extracellulaire est un réservoir de 

facteurs de croissance, tels que le facteur de croissance transformant TGF-p, le facteur de 

croissance des fibroblastes 1 FGF-l, le facteur de nécrose tumorale TNF-a (Somerville, 

Oblander et Apte, 2003), ces derniers étant emprisonnés dans lin réseau complexe et dense de 

la matrice interstitielle. Ainsi, le clivage des protéines de la MEC par les MMP entraîne le 

relargage des facteurs de croissance qui y sont emprisonnés, promouvant ainsi la croissance 

des cellules tumorales. Les MMP sont également impliquées dans le clivage des protéines 

présentes dans les jonctions d'ancrage. Par exemple, la MMP-3 et la MMP-7 peuvent cliver 

la cadhérine E, contlibuant ainsi au processus d'invasion tumorale en détruisant l'agrégation 

des cellules (Noe et al., 2001 ; Steinhusen et al., 2001). 

Chez l'humain, le système immunitaire est capable de reconnaître et d'attaquer les 

cellules cancéreuses en provoquant des réactions inflammatoires (Coussens et Werb, 2001). 

Toutefois, les cellules cancéreuses ont développé des mécanismes leur permettant d'échapper 

à la surveillance immunitaire, et les MMP y sont impliquées. Les lymphocytes T font pat1ie 

des cellules immunitaires qui s' infil trent dans les tumeurs. Leur prolifération est régulée pat· 

la signalisation intracellulaire induite par les cytokines via le récepteur de l'interleukine-2 

(IL-2R) situé à la surface des lymphocytes T. La MMP-9, et d'autres MMP, peuvent cliver le 

récepteur IL-2R, empêchant par Je fait même la prolifération des lymphocytes (Sheu et al., 

2001). 

Dans les tumeurs, la protéolyse extracellulaire induite par les MMP est finement 

contrôlée à plusieurs niveaux (Figure 1.5). Contrairement aux oncogènes classiques, les 

MMP ne sont pas régulées par amplification génique ou par des mutations, à l'exception des 

gènes MMP-23 et MMP-24 dans le neuroblastome (Gururajan et al., 1998 ; Llano et al., 

1999) ; elles sont plutôt régulées au niveau transcriptionnel. Par exemple, la transcription des 

gènes MMP-/ et MMP-/3 est réprimée par p53, un suppresseur de tumeurs (Sun et al., 2000 ; 

Sun et al., 1999). 
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Les MMP sont également régulées au niveau de la traduction de l'ARNm et de la 

sécrétion à l'extérieur de la cellule. Dans le milieu extracellulaire, la protéolyse induite par 

les MMP peut être régulée par l'activation des pro-MMPs. Les MMP actives peuvent être 

inhibées par leurs inhibiteurs tissulaires (TIMP), ou encore dégradées. La protéolyse 

péricellulaire induite par les MMPs transmembranaires (MT-MMP) peut être quant à elle 

régulée par l'internalisation et le recyclage des enzymes à la surface cellulaire (Egeblad et 

Werb, 2002). 
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Figure 1.5 La régulation des MMP. La régulation de la protéolyse induite par les MMP 
s'effectue à sept différents niveaux. Notons que les MT-MMP peuvent être régulées 
également par internalisation et recyclage à la membrane. Cat, domaine catalytique des 
MMP ; Pro, Pro-domaine des MMP. IIIustration tirée et modifiée de (Page-McCaw, Ewald 
et Werb, 2007) 
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1.2.3 Migration cellulaire 

La migration cellulaire est un processus complexe et très coordonné durant lequel la 

cellule modifie sa forme et sa rigidité afin d'interagir avec la MEC, qui lui fournit non 

seulement des substrats, mais qui représente également une balTière 3D que la cellule doit 

franchir. La cellule tumorale peut migrer seule, ou en groupe avec d'autres cellules. Dans le 

premier cas, la migration peut se dérouler de deux façons différentes: la migration de type 

mésenchymateuse et la migration de type amiboïde. 

1.2.3.1 Migration mésench.vmateuse 

La migration mésenchymateuse est utilisée principalement par les cellules provenant 

de tumeurs des tissus conjonctifs, tels que les fibrosarcomes (Wolf et al., 2003), les gliomes 

(Paulus et al., 1996) et certains cancers épithéliaux (Polette et al., 1998 ; Tester et al., 2000). 

Les cellules adoptent alors une morphologie allongée caractéristique des fibroblastes; elles 

sont très invasives et interagissent avec les cellules du stroma tumoral (Lee et al., 2006). La 

migration mésenchymateuse nécessite la présence des intégrines ainsi que des protéases 

(MMP et activateurs du plasminogène). Afin d'amorcer la migration mésenchymateuse, la 

cellule se polarise et s'allonge. Ensuite, la migration cellulaire s'effectue en cinq principales 

étapes (voir Figure 1.6). 

Étape 1 - Formation de pseudopodes. Initialement, la cellule forme des protus ions de 

la membrane cellulaire appelés pseudopodes, au niveau du front de migration. La formation 

des pseudopodes est possible grâce à la polymérisation de l'actine et son assemblage en 

filaments (Cramer, 1999 ; Rohatgi et al., 1999). La polymérisation de l' actine est lin procédé 

très dynamique faisant intervenir J'activité des petites protéines G, incluant les GTPases 

RAC, CDC42, RHO et RAS (Kaibuchi, Kuroda et Amano, 1999). À cette étape, l'adhésion à 

la MEC via les intégrines n'est pas nécessaire. 
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Figure 1.6 Étapes de la migration mésenchymateuse 3D. La migration mésenchymateuse
 
s'effectue en cinq étapes différentes.
 
nJustration tirée et modifiée de (Friedl et Wolf, 2003).
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Étape 2 - Formation de contact focau.x. La croissance des pseudopodes entraîne 

l'interaction subséquente de la cellule avec la MEC via, dans la majorité des cas, les 

intégrines (Hynes, 2002) et l'agglomération de ces dernières à la membrane plasmique. Par le 

recrutement de protéines adaptatrices, les intégrines se couplent au cytosquelette d'actine, 

afin de former ces structures enrichies localement: les points de contacts focaux. 

Étape 3 - Protéolyse locale. La formation de complexes d'adhésion focale lors de 

l'étape précédente entraîne le recrutement de protéases de surface qui protéolysent la MEC. 

La protéase majeure impliquée dans la protéolyse péricellulaire est la MMP 

transmembranaire 1 (MTl-MMP) (voir Chapitre II). La MTI-MMP clive aussi bien les 

composants de la MEC. tels que la fibronectine, le collagène et les laminines, que les 

proMMP, tels que la proMMP-2 (Ohuchi et al.. 1997). 

Étape 4 - COllfrDction de la cellule. Pendant la formation de complexes d'adhésion 

focaux et la dégradation péricellulaire de la MEC, la myosine se lie aux filaments d'actine, 

formant ainsi l'actomyosine, qui en se contractant, entraîne subséquemment la contraction de 

la cellule (Cramer, 1999; Katoh et 01.,2001 ; Verkhovsky, Svitkina et BOIisy, 1995). La 

contraction de l'actomyosine s'effectue grâce au concours de la petite protéine G RHO et de 

son effecteur en aval ROCK (Kaibuchi, KW'oda et Amano, 1999). 

Étape 5 - Détachement de /'arrière de la cellule. A l'alTière de la ceIl ule, les contacts 

focaux se désassemblent provoquant ainsi le détachement de l'arrière de la cellule, alors que 

les protusions situées à l'avant restent adhérées et s'allongent. Ce processus implique entre 

autres l'internalisation des intégrines puis leur recyclage au niveau des protusions à l'avant de 

la cellule (Ballestrem et al., 2001 ; Bretscher. 1996). Ensuite. la cellule glisse lentement vers 

l'avant, pendant que les étapes 1 à 4 se poursuivent en boucle (Regen et Horwitz, 1992 ; 

Smilenov et al., 1999). 
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J.2.3. J Migration amiboïde 

La migration amiboïde est une stratégie utilisée par les cancers des cellules 

hématopoïétiques (leucémies et lymphomes) (Friedl, Borgmann et Brocker. 2001), les 

adénocarcinomes du sein (Farina et al., 1998) et le carcinome du poumon à petites cellules 

(Condeelis, Jones et Segall, (992). Ce type de migration diffère de la migration 

mésenchymateuse en plusieurs points. D'une pat1, la cellule adopte une morphologie plutôt 

arrondie et déformée (Figure 1.7), interagit très peu avec le stroma et ne nécessite pas la 

dégradation de la matrice extracellulaire par les protéases. Plutôt que de créer un espace en 

dégradant la MEC comme c'est le cas dans la migration mésenchymateuse, la cellule qui 

migre de façon amiboïde se faufile entre les fibres de la MEC. Ce mouvement est généré par 

l'actine corticale filamenteuse, alors que les contacts focaux, les fibres de stress ainsi que la 

protéolyse péricellulaire sont absentes (Friedl et Wolf, 2003) 

Matrice
 
fibrillaire
 

Actine corticale 
filamenteuse 

Figure 1.7 La migration amiboïde 3D. Lors de la migration amiboïde, la cellule se faufile
 
entre les fibres qui composent la MEC 3D.
 
TIlustration tirée et modifiée de (Friedl et Wolf, 2003).
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1.3 Métastase 

De façon générale, les patients qui reçoivent un diagnostic de cancer possèdent déjà 

des métastases, si bien qu'il est trop tard pour des stratégies thérapeutiques locales. 

Malheureusement pour le patient, la présence de métastases réduit considérablement le 

succès des traitements utilisant les stratégies thérapeutiques conventionnelles (chirurgie, 

chimiothérapie et radiothérapie) (Astrow, 1994). En fait, 90% des décès reliés aux tumeurs 

solides sont causés par les métastases (Sporn, 1996). 

Le phénomène de métastase est un processus à plusieurs étapes impliquant 

l'invasion, l'intravasation, la circulation dans les vaisseaux sanguins ou lymphatiques, 

l'extravasation et la croissance des cellules tumorales dans un nouvel organe (voir Figure 1.8) 

(Chambers, Groom et MacDonald, 2002). L'invasion tumorale et le processus de métastase 

sont étroitement liés et impliquent les mêmes acteurs, soit les molécules adhésions 

intercellulaires (les immunoglobulines et les cadhérines), les molécules d'interaction entre les 

cellules et la MEC (les intégrines) de même que les métalloprotéases malricielles (MMP) 

(Hanahan et Weinberg, 2000). Parmi ces MMP, la MTI-MMP (MMP-14), qui joue un rôle 

fondamental dans toutes les étapes de la progression tumorale, sera l'objet du chapitre 

suivant. 
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Figure 1.8 Étapes du processus de métastase. Le processus de métastase implique
 
l'invasion des tissus par les cellules tumorales, leur intravasation dans la circulation sanguine
 
ou lymphatique, leur extravasation et la colonisation des organes distants.
 
nJustration tirée et modifiée de (Sahai, 2007).
 



CHAPITRE II 

LA MTI-MMP 

La métalloprotéase matricielle de type membranaire 1 (MT I-MMP, MMP-14) fait 

partie de la grande famille des MMP. C'est en 1994 que l'équipe de recherche de Motoharu 

Seiki a découvert la MTI-MMP, la première MMP ancrée à la membrane, comme activateur 

cellulaire de la proMMP-2 (pro-gélatinase A) (Sato et al., 1994). Depuis lors, la MT I-MMP a 

été et continue d'être l'objet d'intenses investigations, et plusieurs études ont mis en évidence 

l'importance de l'activité protéolytique de cette enzyme aussi bien dans des processus 

physiologiques normaux que dans diverses pathologies, incluant la progression tumorale. 

Dans ce chapitre, différents aspects de la MTI-MMP sont abordés, à savoir ses 

caractéristiques structurales, ses substrats, ses différents modes de régulation, ses rôles 

physiologiques et également ses rôles dans la progression tumorale. Le développement de 

nouvelles molécules ayant pour cible la MTl-MMP, et toutes les MMP en général, est 

également décrit. 

2.1 Caractéristiques structurales de la MTl-MMP 

La MT1-MMP est constituée de sept domaines différents: un pré/propeptide (M I ­

R"') ct·ommne cata ytique (y112-G285 ) . de l' . Zn2+l', un contenant un site consensus IaISOn au , une 

(E286 1318) (C319 C5OS) (p509'è . emopexme portion l' er» ­reglon c ,. harm re - , un domaIne h' . . - , une . « Ink 

S538), un domaine transmembranaire (A539_F562) de même qu'un domaine cytoplasmique 

(R563_V582) en C-terminal (voir Figure 2.1) (Brinckerhoff et Matrisian, 2002 ; Sato et al., 1994 
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Seiki, 2003). Comme toutes les autres MMP, la MTl-MMP est exprimée sous forme de 

zymogène (proMTI-MMP). Elle contient un site de reconnaissance par la furine (RIOS_RIII) 

entre les domaines pro- et catalytique, et elle est clivée par des convertases de proprotéines 

telles que la furine dans les vésicules de sécrétion dans le Golgi (Sato et al., 1996; Yana et 

Weiss, 2000). La MTI-MMP est ensuite acheminée à la membrane plasmique sous forme 

active de 55-60 kDa (Remacle et al., 2005). On retrouve également des formes membranaires 

de 44-45 kDa dans lesquelles le domaine catalytique a été enlevé, résultat d'un auto-clivage 

ou d'une protéolyse par la MMP-2 (voir Figure 2.1) (Lehti et al., 1998; Stanton et al., 1998 ; 

Toth et al., 2002). 

RRKR 

582 Pro
Catalytique H Hémopexine L 66 kDll 

112 582 Active 
Catalytique Hémopexine L T 55-60kDa 

582 Inactive 
44·45 kDll 

Figure 2.1 Domaines structuraux de la MTl-MMP. Pré/Pro: PrélPropeptide; domaine 
catalytique; H: domaine charnière (hinge); domaine hémopexine ; L: domaine «linker» ; 
TM: domaine transmembranaire; CT: domaine cytoplasmique. RRKR: site de 
reconnaissance de la furine. 
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2.2 Substrats de la MTl-MMP 

Durant les dernières années, un nombre impressionnant de substrats de la MTI-MMP 

ont été découvetts. Les substrats de la MTl-MMP sont aussi nombreux que diversifiés, et 

incluent des substrats solubles aussi bien que ceux associés à la surface cellulaire, des 

facteurs de croissance, leurs récepteurs, des composants de la MEC. .. (voir Tableau 2.1). 

2.2.1 Composants de la MEC 

Suite à la découverte de la MT I-MMP comme activateur de la proMMP-2, plusieurs 

études ont montré que cette enzyme agit également en tant que collagénase interstitielle, étant 

capable de cliver in vitro les collagènes interstitiels de type I. II et III (d'Ortho et aL., 1997 ; 

Ohuchi et aL., 1997). Ces données ont été confirmées plus tard avec la génération de souris 

transgéniques déficientes pour le gène de la MT I-MMP (MT 1_MMP-'O), démontrant par la 

même occasion un rôle pour cette enzyme dans le développement embryonnaire. En effet, les 

souris MT I_MMP-'o présentaient de graves anomalies des tissus conjonctifs, incluant le 

nanisme, l'ostéopénie, la fibrose des tissus mous, l'arthrite et la dysplasie squelettique, 

résultant de l'absence de dégradation des collagènes interstitiels durant le développement 

(Holmbeck et al., 1999; Zhou et al., 2000). 

La MTl-MMP est également capable de cliver les glycoprotéines d'adhésion et les 

protéoglycanes. Parmi les glycoprotéines, on retrouve la fibronectine, les laminines, la 

vitronectine, la tenascine, le nidogène (d'Oltho et aL., 1997; Ohuchi et al., 1997), la fibline et 

Je fibrinogène (Hi11er et al., 2000 ; Hiraoka et al., 1998 ; Hotary et aL., 2002). La gélatine, la 

caséine et l'élastine sont aussi des substrats de la MTI-MMP (lmai et aL., 1996). Elle clive 

également des protéoglycanes telles que l'aggrecane et la perlecane (d'Ortho et al., 1997). La 

lumicane, une petite protéoglycane qui peut agir en tant que suppresseur de tumeurs, est 

également clivée par la MTI-MMP (Li et al., 2004). 
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Tableau 2.1 Diversité des substrats de la MTl·MMP 

Substrats'" 

Composants de la MEC Protéines solubles sécrétées 
Aggrecane 
Caséine Interleukine 8 
Collagènes de type L II et II MBL 
Élastine MCP-3 
Fibrine MTI-MMP 
Fibrinogène proMMP-2, -8, -13 
Fibronectine proTNF-a 
Gélatine SDF-I 
Laminines TGF-~ 

Lumicane 
Nidogène Protéine intracellulaire 
Perlecane Péricentri ne 
Ténascine 
Vitronectine Protéines de surface 

Sous unités pro-av et pro-aS 
Autres Cadhérines E et N 

Sémaphorine D CD44 
Apolipoprotéine E LRP 
Transglutaminase tissulaire RANKL 

Syndecan-I 
EMMPRIN 

* Il ne s'agit pas d'une liste exhaustive 

2.2.2 Protéines solubles 

Une des fonctions de la MTI-MMP est d'activer des enzymes latentes, comme la 

proMMP-2, tel que décrit précédemment. Elle est également impliquée dans l'activation de la 

proMMP-8 (Holopainen et al., 2003) et de la proMMP-13 (Knauper et al., 2002), des 

enzymes qui participent également à la dégradation des collagènes interstitiels. 

La MTI-MMP régule également la disponibilité de cel1ains facteurs de croissance 

péricellulaires. C'est le cas du facteur de croissance transformant bêta (TGF-~), dont la forme 
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latente est clivée par la MTI-MMP présente à la surface des cellules épithéliales neuronales 

et des ostéoblastes (Mu et al., 2002). 

Plusieurs cytokines sont également des substrats de la MTI-MMP, suggérant que 

l'enzyme joue un rôle dans l'inflammation et la réponse immunitaire. Parmi ces cytokines, on 

retrouve le facteur dérivé des cell ules stromales SDF-I (McQuibban et al., 2001) et la 

protéine chimioattractante des monocytes MCP-3 (McQuibban et al., 2002). De même, une 

étude protéomique a montré que la MTI-MMP pouvait cliver l'interleukine 8. le facteur de 

nécrose tissulaire alpha (TNF-a) et le facteur de croissance des tissus conjonctifs (Tarn et al.. 

2004). La MTl-MMP joue également un rôle dans la réponse immunitaire innée en clivant la 

lectine liant le mannose (MBL) (Butler et al., 2002). 

Bien que la MTI-MMP soit localisée à la membrane plasmique, des études ont 

montré une accumulation de l'enzyme dans les centrosomes (Golubkov et al.. 2005 ; 

Golubkov et al., 2005). où elle clive la péricentrine, une protéine présente dans ces structures 

(Golubkov et al.. 2006). 

2.2.3 Protéines de su,face 

La MTI-MMP est directement impliquée dans J'activation de certains précurseurs 

des intégrines, entre autres les sous unités pro-av (Ratnikov et al., 2002), pro-aS (Baciu et al., 

2003), ainsi que dans le clivage des cadhérines E et N (Covington, Burghardt et Parrish, 

2006). Également, des études ont démontré que le clivage de CD44, le récepteur du 

hyaluronane, par la MT I-MMP augmente la motilité cellulaire (Kajita et al., 2001). Plusieurs 

autres protéines sont également clivées par la MTI-MMP (voir Tableau 2.1). 
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2.3 Régulation de la MTI-MMP 

2.3.1 Régulation de l'expression génique 

La majorité des gènes des MMP, notamment les gènes MMP-J, MMP-3 et MMP-9, 

ne sont pas ex primés de façon constitutive, et leur expression est induite par des facteurs de 

croissance tels le facteur de croissance de l'épiderme (EGF), par des cytokines pro­

inflammatoires comme le facteur de nécrose tissulaire alpha (TNF-a) et l'interleukine 1 bêta 

(lL-I ~), et par des phorbol esters (Birkedal-Hansen et al., 1993). Parmi toutes les MMPs, le 

gène de la MTI-MMP est unique puisqu'il est constitutive ment ex primé in vitro par les 

fibroblastes, les cellules endothéliales et les cellules musculaires lisses. Bien que la taille du 

gène MT/-MMP soit similaire à celle de la majoJité des gènes MMP (10 exons), son 

organisation présente des différences notables au niveau des exons 2 à 4. Dans tous les autres 

gènes MMP, l'exon 2 encode pour la majorité du prodomaine et la portion N-terminale du 

domaine catalytique, alors que dans le gène MT/ -MMP le prodomaine est encodé par les 

exons 2 et 3. De plus, l'exon 4 du gène MT/-MMP, beaucoup plus long, contient des 

séquences homologues aux exons 3 et 4 des autres gènes MMP (Lohi et al., 2000). 

Lorsque comparé aux promoteurs des autres gènes MMP, le promoteur du gène MT/­

MMP montre des similitudes avec le gène MMP-2 et des différences avec les autres gènes 

MMP. Alors que la majorité des gènes MMP possèdent une séquence conservée TATA près 

de la position -25, de même que des sites de liaison pour les facteurs de transcliption Ets, NF­

ICB et AP-I à la position -80, qui semblent responsables de l'effet des facteurs de croissance 

et des cytokines, ces éléments sont absents du gène MT/ -MMP. De plus, le promoteur du 

gène MT/-MMP a des sites de liaison pour Spi et Egr-I qui sont très importants pour son 

activité basale (Lohi et al., 2000 ; Seiki et Yana, 2003). 
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L'expression de la MT I-MMP est augmentée par la concanavaline A, une lectine 

végétale (Yu et al., 1995). De plus, elle est régulée par des interactions entre la MEC et le 

cytosquelette. En effet, l'expression la MTI-MMP est augmentée dans les fibroblastes 

lorsqu'ils sont cultivés dans une matrice de collagène 3D (Gilles et al., 1997), par un stress 

mécanique (Tyagi et al., 1998) et par la cytochalasine D, un agent pel1urbateur du 

cytosquelette (Ailenberg et Silverman, 1996). La caténine~. via la formation d'un complexe 

avec Tcf4, est également impliquée dans la régulation de l'expression de la MTI-MMP 

(Takahashi et al., 2002). Il a également été démontré que l'oncogène v-Src augmente la 

transcription génique de la MTI-MMP (Cha et al., 2000). 

2.3.2 Régulation de l'activité protéolytique 

2.3.2. / Aerivation de l'activité de la MT/-MMP 

Tel que mentionné précédemment, la MT1-MMP est synthétisée sous forme latente, 

et son domaine propeptide doit être clivé afin que l'enzyme soit active, générant ainsi une 

forme de 55 à 60 kDa (voir Figure 2.1). L'activation de la MTI-MMP s'effectue 

principalement par la furine, une convertase de proprotéines (Sato et al., 1996 ; Yana et 

Weiss, 2000). Toutefois, il existe d'autres voies d'activation de la MTI-MMP. L'utilisation 

de l'inhibiteur de protéases a 1 (a IPDX), un composé qui inhibe spécifiquement la furine et la 

conve11ase de proprotéines 6 (PC6) (Cui et al., 1998; Jean et al., 1998), a permis d'identifier 

la PC6 comme un autre activateur de la MTI-MMP (Yana et Weiss, 2000). D'autres études 

ont proposé le rôle de certaines protéases dans l'activation de la MTI-MMP; il s'agit entre 

autres de la trypsine (Will et al., 1996), de la plasmine (Okumura et al., 1997) et de 

l'urokinase (Kazes et al., 1998). L'existence de la forme active de la MTI-MMP peut 

également être le résultat d'une auto-activation. En effet, la MT1-MMP est capable de cliver 

son propre domaine propeptide et ce, après le site de reconnaissance de la furine e08RRKR) 

(Rozanov et Strongin. 2003). 
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2.3.2.2 Inhibition de l'activité de la MT/-MMP 

Plusieurs études ont démontré que la forme active de la MTI-MMP (55-60 kDa) 

subit des clivages supplémentaires par la MMP-2 ou la MTI-MMP elle-même, menant à la 

création de formes de 44 à 45 kDa (Lehti et al., 1998 ; Stanton et al.. 1998 ; Toth et al., 

2002). Cette protéolyse enlève le domaine catalytique de la MTI-MMP, la rendant par le fait 

même inactive. Bien que la présence des formes de 44 à 45 kDa de la MT l-MMP témoigne 

d'une régulation négative de l'enzyme, elle peut également constituer une indication du 

niveau d'activation de la MTI-MMP. Effectivement, la présence de niveaux élevés de la 

forme de 45 kDa coïncide avec des niveaux élevés d'activation de la proMMP-2. alors 

qu'aucune activation de proMMP-2 est observée lorsque la forme de 45 kDa de la MTI­

MMP n'est pas détectée, et ce, malgré la présence de la forme mature à la surface cellulaire 

(Lehti et al., 1998 ; Stanton et al., 1998). 

Les inhibiteurs tissulaires des métalloprotéases (TIMP-l, -2, -3 et -4) sont des 

inhibiteurs endogènes des MMP et inhibent leur activité enzymatique en se liant à leur site 

catalytique (Brew, Dinakarpandian et Nagase, 2000). Alors que l'activité enzymatique de la 

MTI-MMP est inhibée par les inhibiteurs TIMP-2, -3 et -4. elle ne l'est pas par TIMP-l 

(Bigg et al., 2001 ; Will et al., 1996). Une attention particulière doit être accordée à TIMP-2. 

car non seulement il inhibe l'activité protéolytique de la MT I-MMP, mais aussi son 

interaction avec l'enzyme participe à l'activation de la proMMP-2 (Butler et al., 1998 ; 

Strongin et al., 1995). Cet aspect sera déclit ultérieurement. 

RECK (REversion-inducing-Cystein rich protein with Kazal motifs), une 

glycoprotéine associée à la membrane par une ancre OPI, est un autre inhibiteur endogène de 

la MT I-MMP (Oh et al., 2001). RECK inhibe également l'expression et l'activité 

enzymatique de la MMP-9 (Takahashi et al., 1998), de même que l'activité de la MMP-2 (Oh 

et al., 2001). Bien que leurs mécanismes d'action ne soient pas connus, les protéoglycanes 

testicane-3 et N-Tes inhibent J'activité de la MTI-MMP (Nakada et al., 2001). 
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2.3.3 Régulation de la localisation 

La disponibilité de la MTI-MMP à la surface cellulaire est finement contrôlée par 

l'endocytose, un processus complexe servant à rediriger les protéines membranaires d'une 

part, vers les lysosomes afin qu'elles y soient dégradées; d'autre part, vers les vésicules de 

sécrétion afin qu'elles soit recyclées à la membrane plasmique (Conner et Schmid, 2003). La 

MTI-MMP est internalisée via deux voies distinctes d'endocytose: l'une impliquant des 

vésicules recouvertes de clathrine et l'autre se produisant via les cavéoles. Plusieurs études 

ont démontré que la portion cytoplasmique de la MTI-MMP est très importante pour 

l'internalisation de cette dernière, car des formes de l'enzyme dont la portion cytplasmique a 

été tronquée restent localisées à la surface cellulaire alors que la forme sauvage de l'enzyme 

est rapidement internalisée (Jiang et al., 2001 ; Lehti et al., 2000 ; Uekita et al., 2001). 

L'endocytose de la MTI-MMP via les vésicules tapissées de clathrine nécessite la présence 

du motif L57l LY dans la portion cytoplasmique de l'enzyme (Lehti et al., 2000). De plus, il a 

été démontré que ce motif dileucine et tyrosine interagit avec la sous-unité a2 de l'AP-2, un 

composant des vésicules tapissées de clathrine. Bien qu'il ait été démontré que la MTI-MMP 

peut également être internalisée via les cavéoles (Galvez et al., 2004 ; Remacle, Murphy et 

Roghi, 2003), les mécanismes impliqués dans ce processus restent encore peu élucidés. 

Toutefois, l'interaction, via ses résidus cytoplasmiques CyS574 et Val582
, de la MTI-MMP 

avec la cavéoline-l, la protéine majeure des cavéoles (Labrecque et al., 2004), pourrait 

suggérer un rôle pour la cavéoline-I dans ce processus. Le recyclage de la MTI-MMP à la 

surface de la cellule joue un rôle important dans la migration cellulaire. Il a été démontré que 

la MTI-MMP est recyclée aux fronts de migration des cellules afin de contribuer à la 

protéolyse péricellulaire en direction du sens de la migration (Remacle, Murphy et Roghi, 

2003). 
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2.4 Rôles de la MTI-MMP dans la progression tumorale 

2.4.1 Expression de la MTI-MMP dans les tumeurs 

L'expression de la MT I-MMP a été rapportée pour la première fois dans les cellules 

de carcinome pulmonaire de même que dans les fibroblastes adjacents (Sato et al., 1994). 

Depuis lors, l'expression de la MTI-MMP a été observée dans plusieurs types de cancer, 

incluant les cancers du poumon (Nawrocki et al., 1997; Polette et al., 1996; Tokuraku et al., 

1995), gastriques (Bando et al., 1998 ; Mori et al., 1997 ; Nomura et al., 1995), du côlon 

(Ohtani et aL, 1996), du foie (Harada et al., 1998), du pancréas (Imamura et al., 1998), du 

sein (lshigaki et al., 1999; Polette et al., 1996; Ueno et al., 1997), de la vessie (Kanayama et 

al., 1998), de la tête et du cou (Yoshizaki et al., 1997), de la tyroïde (Nakamura et al., 1999), 

de l'ovaire (Afzal et al., 1998; Fishman, Bafetti et Stack, 1996), du col de l'utérus (Fishman, 

Bafetti et Stack, 1996), du cerveau (Forsyth et al., 1999; Nakada et 01.,1999; Yamamoto et 

al., 1996), et également dans les mélanomes (Hofmann et al., 2000). De plus. les niveaux 

d'expression de la MTI-MMP dans les tumeurs sont corrélés avec un mauvais pronostic pour 

les patients atteints de cancer (Seiki, 2003). 

2.4.2 Rôle dans l'angiogenèse tumorale 

La migration des cellules endothéliales durant l'angiogenèse tumorale, tel que décrit 

dans le Chapitre l, requiel1 la dégradation et le remodelage de la MEC. La MTl-MMP joue 

un rôle majeur dans l'angiogenèse aussi bien physiologique que tumorale (Pepper, 2001). 

L'implication de la MTI-MMP dans le processus d'angiogenèse s'exerce à plusieurs étapes. 

Dans un premier temps, la MTI-MMP est impliquée dans le processus initial de 

l'angiogenèse tumorale, soit l'activation des cellules endothéliales par des facteurs de 

croissances sécrétés par les tumeurs. En effet, plusieurs études ont démontré que l'expression 

de la MT) -MMP dans les cellules tumorales augmente l'expression du VEGF par ces 
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dernières et l'angiogenèse subséquente (Deryugina, Soroceanu et Strongin, 2002 ; Munaut et 

al., 2003 ; Sounni et al.. 2002; Sounni et al., 2004). Dans un deuxième temps, la MT1-MMP 

est impliquée dans l'invasion de la MEC par les cellules endothéliales, via la dégradation de 

ses composants. Par exemple, l'utilisation d'anticorps monoclonaux dirigés contre la MT 1­

MMP empêche j'invasion de gels de fibrine ou de collagène de type 1 par les cellules 

endothéliales humaines (Galvez et al., 2001). Également, des études ont montré que la 

présence de la MTI-MMP est nécessaire pour la migration des cellules endothéliales sur 

divers composants de la MEC, tels que la gélatine, la fibronectine. le collagène de type 1et la 

vitronectine (Galvez et al.. 2001 ; Galvez et aL, 2002). De plus, nous avons démontré dans 

une étude précédente une coopération entre la MT I-MMP et la sphingosine-I-phosphate 

(S 1P) dans l'induction de la formation de structures de type capillaire (Langlois, Gingr'as et 

Beliveau, 2004). La MTl-MMP joue également un rôle crucial dans la stabilisation des 

capillaires immatures néo-formés par le recrutement de cellules murales. En effet, la MT 1­

MMP agit de concert avec le PDGF-~ dans la régulation de la stabilisation des 

microvaisseaux par les cellules musculaires lisses (Lehti et al., 2005). Enfin, la MTI-MMP 

participe aux processus impliqués dans la maintenance et l'homéostasie du lit vasculaire 

tumoral, tels que l'apoptose des cellules endothéliales (Langlois et al., 2005). 

2.4.3 Rôle dans l'illvasion tumorale 

La MTI-MMP promeut l'invasion tumorale en dégradant la balTière que constitue la 

MEC, permettant ainsi aux cellules tumorales de s'y frayer un chemin (voir Figure 2.2). 

Parmi les composants de la MEC, le collagène représente le substrat le plus abondant, et par 

conséquent, un obstacle majeur pour la migration des cellules. À cause de sa structure en 

ttiple hélice qui forme spontanément des fibres à pH neutre à 3rC, la majorité des protéases 

ne peuvent dégrader le collagène à pH neutre, excepté les collagénases membres de la famille 

des MMP telles que les MMP-I, MMP-2, MMP-8, MMP-13 et la MTI-MMP (Visse et 

Nagase,2003). 
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Migration cellulaire 

1 MTI.MMPI 

ME 

Invadopodes MEC dégradée 

Figure 2.2 Localisation de la MTI-MMP lors de la migration cellulaire. Durant la 
migration cellulaire, la MT1-MMP est localisée dans des extensions de la membrane 
plasmique appelées lamellipodes et invadopodes. La régulation de la localisation de la MT 1­
MMP dans ces structures permet la dégradation péricellulaire localisée lors du processus de 
migration cellulaire. Tiré et modifié de (ltoh, 2006). 

Des études ont démontré que la MT I-MMP, mais pas les auh'es collagénases, peut 

promouvoir l'invasion de matrices de collagène 3D par les cellules épithéliales (Hotary et al., 

2000), les fibroblastes (Sabeh et al., 2004) et les cellules tumorales (Sabeh et a/., 2004). La 

localisation transmembranaire de la MT I-MMP est très importante pour son activité 

protéolytique, car un mutant soluble de l'enzyme est incapable de promouvoir la migration 

cellulaire (Hotary et al., 2000). Dans le même ordre d'idée, l'inhibition de l'activité 

protéolytique de la MTI-MMP bloque complètement l'invasion de matrices de collagène 3D 

par les cellules tumorales (Sabeh et al., 2004). 

Un autre rôle de la MTI-MMP dans l'invasion tumorale est l'amplification de la 

protéolyse péricellulaire, via l'activation de la proMMP-2 (Sato et al., 1994) et de la 

proMMP-13 (Knauper et al., 2002 ; Knauper et al., 1996). La MMP-2 est également un 

acteur important dans le processus d'invasion tumorale puisqu'elle peut cliver le collagène de 

type IV, un composant majeur de la membrane basale. La MT I-MMP n'est pas capable de 

cliver le collagène de type IV (Ohuchi et al., 1997). Toutefois, l'activation de la proMMP-2 

par la MTI-MMP élargit l'éventail de substrats de la MTI-MMP et permet aux cellules qui 
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l'expriment de traverser la membrane basale. L'activation de la proMMP-2 par la MTI-MMP 

est un processus extrêmement complexe qui requiert au moins deux molécules de MT 1­

MMP, formant ainsi un homodimère via le domaine hémopexine de l'enzyme (voir Figure 

2.3) (Itoh et al., 2001 ; Lehti et al., 2002). L'une de ces molécules est inhibée par TIMP-2, en 

formant un complexe avec l'enzyme, via la liaison du domaine N-terminal de TIMP-2 au site 

actif dans le domaine catalytique de la MTI-MMP (Strongin et al., 1995). Le domaine C­

terminal libre de TIMP-2, ayant une affinité pour le domaine hémopexine de la proMMP-2, 

se lie à cette dernière, résultant ainsi en la formation d'un hétéro-tétramère à la surface 

cellulaire «(MTI-MMPh- TI:MP-2 - proMMP-2). La seconde molécule MTI-MMP, qui elle 

n'est pas liée à TIMP-2, active alors la proMMP-2 à l'intérieur de ce complexe. 

Les mécanismes d'activation de la proMMP-13 par la MTI-MMP ne sont pas encore 

élucidés. Toutefois, elle ne requiert pas le concours de TIMP-2, mais implique le domaine 

hémopexine de la proMMP-13, suggérant ainsi le recrutement de la proMMP-13 à la sUlface 

cellulaire par une molécule réceptrice via son domaine hémopexine (Knauper et 01.,2002). 

Figure 2.3 Activation de la proMlVlP-2 par la MTl-MMP à la surface cellulaire.
 
L'activation de la proMMP-2 par la MTI-MMP requiert la formation d'un complexe entre un
 
homodimère de MTI-MMP, TI:MP-2 et la proMMP-2.
 
Tiré et modifié de (Barbolina et Stack, 2008)
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Le clivage des molécules d'adhésion constitue une autre fonction de la MT I-MMP 

impliquée dans l'invasion tumorale. Par exemple, la MTI-MMP clive CD44, un récepteur du 

hyaluronane jouant un rôle important dans la migration cellulaire (Kajita et al., 200! ; Naor, 

Sionovet Ish-Shalom, 1997). Le clivage de C044 par la MTI-MMP promeut la migration 

cellulaire en modifiant l'adhésion de la cellule à la MEC, adhésion dépendante du récepteur 

CD44 (Kajita et al., 2001). La protéolyse extracellulaire de C044 par la MT I-MMP entraîne 

un clivage successif de la portion cytoplasmique de CD44, générant ainsi un fragment 

transloqué dans le noyau afin d'activer la transcription de différents gènes impliqués dans la 

migration cellulaire (Okamoto et al., 200 1). La MTI-MMP clive également syndecan-l, un 

autre récepteur transmembranaire responsable de l'adhésion des cellules aux composants de 

la MEC, incluant la fibronectine et les collagènes (Endo et al., 2003). Également, des études 

effectuées dans notre laboratoire et par d'autres équi pes ont démontré que l'expression de la 

MTI-MMP active la kinase ERK (Extracellular signal-Regulared proteùz Kinase), ce 

phénomène étant important pour la migration cellulaire dépendante de la MTI-MMP 

(Gingras et al., 2001 ; Takino et al., 2004). L'activation de la protéine ERK par la MTI­

MMP pourrait donc représenter une voie par laquelle le clivage de CD44 et syndecan-I induit 

la migration cellulaire. 

La MEC regorge de molécules bioactives qui, une fois libérées, activent différentes 

fonctions cellulaires, telles que la migration. Le clivage de la laminine 5, un composant 

abondant de la membrane basale, par la MTI-MMP illustre bien ce phénomène. Ce clivage 

entraîne la libération de molécules semblables au facteur de croissance de l'épiderme (EGF) 

(Koshikawa et al., 2000 ; Schenk et al., 2003). Ces molécules peuvent alors se lier au 

récepteur de l'EGF (erbB 1), promouvant par conséquent la migration des cellules du cancer 

de la prostate (Udayakumar et al., 2003). 
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2.4.4 Rôle dflns le processus de métastase 

Plusieurs études ont démontré que l'expression de la MTI-MMP par les cellules 

tumorales induit la formation de métastases expérimentales (Cao et al., 2005 ; Shen et al.. 

2007 ; Szabova et al., 2008 ; Tsunezuka et al., 1996). Un des mécanismes impliqués dans 

l'induction du processus de métastase par la MTl-MMP est le clivage de la métastine par 

l'enzyme. La métastine est un peptide provenant du clivage de KiSS-1. une protéine qui 

inhibe la métastase des mélanomes (Lee et al., 1996). Ainsi, le clivage de la métastine par la 

MT1-MMP annule l'effet inhibiteur de ce peptide sur la métastase des mélanomes (Takino et 

al., 2003). 

2.5 La MTI-MMP conune cible thérapeutique anti-tumorale 

Les rôles cruciaux qu'exerce la MTI-MMP à plusieurs niveaux de la progression 

tumorale font de cette enzyme, et des autres membres de la famille des MMP, une cible de 

choix quant au développement de médicaments visant à éliminer les tumeurs cancéreuses. 

Sur cette base, l'industrie pharmaceutique a déployé des efforts considérables durant les 20 

dernières années dans le développement d'inhibiteurs de MMP (MMPI) afin de pouvoir offrir 

aux patients atteints de cancer de nouvelles stratégies thérapeutiques. 

L'activité protéolytique des MMP dépend de la présence des ions Zn2
+, et cette 

caractéristique a été utilisée dans le développement de molécules pouvant agir comme 

chélateurs de zinc. Ainsi, plusieurs classes de MMPI ont été développées mais la majorité des 

molécules ont été retirées des études cliniques en raison de leur faible spécificité, leur faible 

biodisponibilité et leurs effets secondaires graves (Tu et al., 2008). Parmi ces MMPI, on 

retrouve le Marimastat (BB-25l6), le Prinomastat (AG3340), le Tanomastat (BAY 12-9566) 

et le Metastat (Tu et al., 2008). 
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Les résultats décevants de ces essais cliniques relèvent ainsi l'importance de mieux 

connaître les MMP. Une meilleure compréhension des fonctions de la MT1-MMP apparaît 

donc essentielle pour améliorer les effets des médicaments visant la progression tumorale. 



DEUXIÈME PARTIE 

CONTRIBUTIONS PERSONNELLES 



CHAPITRE III 

PROJET DE RECHERCHE 

3.1 Problématique 

Durant la dernière décennie, de nombreuses études se sont consacrées à étudier le 

rôle de la MTI-MMP dans la progression tumorale. L'importance de cette enzyme s'est faite 

grandissante, du fait de son implication à différentes, sinon à toutes les étapes de la 

progression tumorale. En effet, la MTI-MMP participe à J'angiogenèse tumorale, l'étape 

initiale et déterminante de la progression tumorale puisqu'elle permet à une tumeur latente de 

se développer via un apport continu en oxygène et nutriments provenant du réseau vasculaire 

de l'organisme. Également, la MTI-MMP participe activement aux processus d'invasion 

tumorale et de métastase. De par son activité protéolytique, la MT I-MMP, dont la diversité et 

le nombre de substrats sont très impressionnants, permet aux cellules tumorales de franchir 

les balTières extrêmement denses imposées par la MEC. Cibler l'activité protéolytique des 

MMP nous apparaît alors comme une stratégie logique et judicieuse afin de développer de 

nouvelles molécules capables de bloquer la progression tumorale. Malgré tous les efforts 

déployés par l'industrie pharmaceutique à cet égard, les résultats d'essais cliniques 

impliquant les inhibiteurs MMP n'ont pas été concluants, dû à leur manque de spécificité (car 

ils inhibent également d'autres protéases), leur faible biodisponibilité et leurs effets 

secondaires graves. Il convient donc de « repenser» les stratégies actuelles et d'approfondir 

davantage notre compréhension des mécanismes d'action des MMP. 
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Contrairement aux MMP sécrétées, la MTl-MMP est capable d'interagir autant avec 

le milieu extracellulaire qu'avec l'environnement intracellulaire, de par sa caractéristique de 

protéine transmembranaire. Parmi ses différents domaines structuraux. le domaine catalytique 

extracellulaire de la MTl-MMP est le plus étudié et le mieux caractérisé. Cependant, 

quelques études ont montré l'implication du domaine hémopexine de la MTl-MMP dans 

l'interaction de l'enzyme avec CD44 et la formation d'homodimères à la sUlface cellulaire, 

deux mécanismes impliqués dans l'invasion tumorale (Itoh, 2006 ; Itoh et af., 200\). 

Le domaine cytoplasmique de la MTl-MMP palticipe aux événements impliqués 

dans la progression tumorale. D'une part, des études réalisées dans notre laboratoire 

démontrent son implication dans le processus d'angiogenèse tumorale. En effet, l'expression 

d'un mutant de la MT\-MMP dont le domaine cytoplasmique a été tronqué empêche la 

formation de structures de type capillaire et la migration des cellules endothéliales in vitro, 

alors que la forme sauvage stimule ces phénomènes (Langlois, GingTas et Beliveau, 2004). 

De plus. le domaine cytoplasmique de la MTI-MMP participe au maintien de l'homéostasie 

du lit vasculaire, puisque la délétion de cette portion inhibe la sensibilisation par l'enzyme 

des ceIJules endothéliales à l' apoptose (Langlois et al.. 2005). La portion cytoplasmique de la 

MTl-MMP est également impliquée dans le processus d'invasion tumorale. Effectivement, le 

motif LLy573 est nécessaire pour l'internalisation de l'enzyme par le biais des vésicules 

tapissées de c1athrine, car il permet l'interaction de la MT\-MMP avec la protéine adaptatrice 

AP-2 (Gal vez et al., 2004 ; Remacle, Murphy et Roghi, 2003). La palmitoylation du résidu 

CS74 est également cruciale pour l'internalisation de la MTI-MMP par la voie des vésicules 

tapissées de clathrine (Anilkumar et af., 2005). Sa présence nécessaire à l'interaction de la 

MTI-MMP avec la cavéoline-\ phosphorylée via les résidus C574 et y583, tel que démontré 

dans une étude réalisée dans notre laboratoire, suggère que le domaine cytoplasmique de la 

MTl-MMP contribuerait à l'endocytose de l'enzyme via les cavéoles (Labrecque et al., 

2004). Également, il a été observé dans notre laboratoire que la MT\-MMP interagit avec les 

kinases membres de la famiIJe Src, incluant Src et Fyn, une interaction dépendante du 

domaine cytoplasmique de l'enzyme (Béliveau, 2005). Tous ces phénomènes contribuent à la 

migration ceIJulaire induite par l'enzyme. Aussi, la séquence cytoplasmique C-terminale 

DKy583 joue un rôle important dans le recyclage de l'enzyme (Wang et af., 2004). Plusieurs 
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études réalisées dans notre laboratoire démontrent un rôle du domaine cytplasmique de la 

MTI-MMP dans la signalisation intracellulaire. En effet, la portion cytoplasmique de la 

MTI-MMP est impliquée dans l'activation de la kinase ERK induite par la MT1-MMP 

(Gingras et al, 2001). De plus, la localisation de l'enzyme dans les cavéoles (Annabi et al., 

2001), des microdomaines de la membrane plasmique qui regorgent de molécules impliquées 

dans la transduction de signal (Razani, Woodman et Lisanti, 2002), contribue probablement à 

la signalisation cellulaire induite par la MTI-MMP. 

Bien que l'implication du domaine cytoplasmique dans les fonctions de la MT 1­

MMP, incluant l'angiogenèse, la migration et J'invasion tumorale, ait été clairement 

démontrée, les mécanismes par lesquelles cette pOt1ion de l'enzyme contribue à la 

progression tumorale sont encore peu compris. Les travaux présentés dans celle thèse tentent 

d'élucider ces mécanismes. 

3.2 HJpothèses de travail 

Étant donné que: 

la MTI-MMP active la transduction de signal intracellulaire via l'activation de la 

kinase ERK par un mécanisme impliquant la portion cytoplasmique de l'enzyme 

(Gingras et al., 2001) ; 

la MTI-MMP interagit avec la kinase Src, une kinase qui phosphoryle les résidus 

tyrosine, via son domaine cytoplasmique (Béliveau, 2005) ; 

la MT I-MMP possède un résidu tyrosine dans sa séquence cytoplasmique (voir 

Figure 3.1) ; 

La transduction de signaux intracellulaires s'effectue par des mécanismes de 

phosphorylation/déphosphorylation ; 

Alors, la MTI-MMP pourrait être phosphorylée sur son unique résidu tyrosine 

cytoplasmique par un processus impliquant le concours de la kinase Src. 
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Séquence cytoplasmique RRlIGTPRRLLYCQRSLLDKV 

Figure 3.1 Séquence cytoplasmique de la MTI-MMP. La portion cytoplasmique de la 
MT1-MMP est constituée de 20 acides aminés et comprend un résidu tyrosine (y573) 
susceptible d'être phosphorylé. Domaine catalytique; H: domaine charnière (hinge); 
domaine hémopexine; L: domaine «1inker»; TM: domaine transmembranaire; cr: 
domaine cytoplasmique. 

3.3 Objectifs de recherche 

D'abord, le premier objectif de recherche de la présente thèse était d'identifier et de 

caractériser la phosphorylation de la MTl-MMP sur son unique résidu tyrosine 

cytoplasmique (y573). Puisque nous avions précédemment démontré que la MT I-MMP 

interagit avec la kinase Src. nous voulions également étudier le rôle de cette kinase dans la 

phosphorylation de la MTI-MMP. De plus, le rôle de cette phosphorylation dans la migration 

des cellules tumorales et endothéliales in vitro a ensuite été étudié. 

Puis, le second objectif de recherche était de déterminer le rôle de la phosphorylation 

de la MT I-MMP dans 1) la croissance de cellules tumorales dans des matrices 3D, 2) le 

potentiel invasif et tumorigénique de cellules tumorales, et 3) la formation de xénogreffes in 

vivo. 

Ensuite, le troisième objecti f de ces travaux était de vérifier si la phosphorylation de 

la MTI-MMP était un phénomène que l'on retrouve dans des biopsies de tumeurs provenant 

de patients atteints de cancer, et si cette phosphOlylation était un processus important dans la 

progression tumorale. 
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Enfin, le dernier objectif des travaux décrits dans la présente thèse était d'élaborer 

une molécule capable d'inhiber la phosphorylation de la MTI-MMP, de caractériser et 

valider cette molécule dans des modèles expétimentaux de progression tumorale. En fait, le 

but ultime était d'amorcer le développement d'alternatives aux inhibiteurs de MMPs actuels. 

3.4 Stratégie expérimentale 

Dans la perspective de réaliser les objectifs de recherche de cette thèse, nous avons 

eu recours à diverses techniques expérimentales in vitro, in vivo et cliniques. Dans cene 

section, nous donnons un aperçu des principales stratégies utilisées durant les travaux de 

recherche présentés dans cette thèse. 

3.4.1 Les études in vitro 

Afin de pouvoir identifier et caractériser la phosphorylation de la MT \-MMP, nous 

avons utilisé les cellules transformées COS-7. Ce modèle cellulaire est largement utilisé car il 

est idéal pour des études moléculaires requérant la surex pression de protéines. Ces cellules 

ont donc été transfectées avec différentes formes de la MTI-MMP (sauvage et mutantes) 

(voir Figure 3.2), en présence de la kinase Src active ou inactive. La phosphorylation de la 

MTI-MMP a été déterminée par des techniques d'immunoprécipitation/immunodétection, et 

par l'électrophorèse en deux dimensions. Nous avons ensuite élaboré et produit des anticorps 

polyclonaux spécifiquement dirigés contre la forme phosphorylée de la MTI-MMP. Pour 

étudier l'effet de la phosphorylation sur la migration des cellules endothéliales et tumorales. 

nous avons utilisé trois modèles cellulaires différents. Les cellules endothéliales d'aorte 

bovine (BAEC) ont été utilisées parce qu'elles expriment peu ou pas la MTI-MMP, les 

cellules endothéliales de veine ombilicale humaine (HLNEC) parce qu'elles expriment 
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modérément la MTI-MMP et les cellules de fibrosarcome humain (HT-lû80) parce qu'elles 

surexpriment la MTI-MMP. 

Catalytique 
1 

-- -- 1
1 
1 

562........................ :583
 

Forme sauvage WT (wild type) RRHGTPRRLLYC RSLLDKV 

Mutant Y573F RRlIGTPRRLLFC RSLLDXV 

Mutant LLY-AAA RRHGTPRRAAAC 

Mutant CA20 

Mutant E24üA 

Figure 3.2 Différents mutants de la MTI-MMP utilisés dans l'identification et la 
caractérisation de la phosphorylation de la MTI-MMP. Domaine catalytique; H: 
domaine charnière (hinge); domaine hémopexine; L: domaine «Iinker»; TM: domaine 
transmembranaire ; cr :domaine cytoplasmique. 

Nous avons également évalué l'effet de la phosphorylation de la MTI-MMP sur la 

croissance des cellules tumorales dans des matrices tridimensionnelles. La capacité de 

croissance 3D est un attribut des cellules tumorales et dépend de la présence de la MTI­

MMP, mais pas des autres MMPs (Hotary et al., 2003). Nous avons donc utilisé un modèle 

de culture de cellules dans des matrices de collagène de type l 3D en comparaison avec un 

modèle de culture bidimensionnel traditionnellement utilisé (voir Figure 3.3). L'utilisation de 

ces deux modèles a permis ainsi de distinguer le rôle de la phosphorylation de la MT l-MMP 

dans des conditions normales (20) de son rôle dans des conditions tumorigènes (30). 
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Bidimensionnel (2D) Tridimensionnel (3D) 

Film de collagène Gel de collagène 
Phénotype non invasi f Phénotype tumoral invasif 
Ne reflète pas les conditions in vivo Dépendant de la Mrl-MMP 

Mime les conditions in vivo 

Figure 3.3 Modèles de culture de cellules 2D et 3D. 
La culture 20 consiste à cultiver les cellules sur une fine couche (IOO J.lglml) de collagène de 
type 1. Par contre, dans la culture 3D, les cellules sont incorporées à l'intélieur d'un gel dense 
(2.7 mg/ml) de collagène de type 1. 

3.4.2 Les études in vi vo 

Pour étudier l'effet de la phosphorylation de la MTI-MMP dans la formation de 

tumeurs, nous avons utilisé des souris athymiques « nudes » (Cri; CD-\ ® - Foxnr), selon 

les directives du Conseil Canadien de la Protection des Animaux. Ces souris permettent la 

formation de xénogreffes et par conséquent des cellules humaines peuvent y former des 

tumeurs. Des cellules de fibrosarcome humain (HT-1080) transfectées de façon permanente 

avec les formes sauvage ou non phosphOlylable de la MTI-MMP ont donc été injectées en 

sous-cutané dans le tlan droit de la souris. Les xénogreffes ainsi formées (voir Figure 3.4) ont 

ensuite été analysées par immunohistochimie. 
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Forme
 
sauvage
 

Mutant Y573F ~~
 
(non-phosphorylable) ~~
 

Souris athymiques 

Figure 3.4 Modèle de croissance tumorale chez la souris. Les cellules de fibrosarcome 
humain (Hf-l080), transfectées de façon permanente avec les forme sauvage ou non 
phosphorylable de la MTl-MMP, ont été implantées en sous-cutané sous le flan de souris 
athymiques. Les xénogreffes témoins atteignent une taille de 1000 mm' après une vingtaine 
de jours. 

3.4.3 Études cliniques 

Nous avons eu recours à des études cliniques afin d'examiner s'il existe une 

implication de la phosphorylation de la I\ITI-MMP dans la progression de tumeurs chez des 

patients atteints de cancer. Le neuroblastome, modèle choisi pour notre étude, est une tumeur 

maligne pédiatrique du système nerveux sympathique. TI s'agit du cancer le plus fréquent 

chez le nourrisson. Chez l'enfant, 60% des neuroblastomes sont d'emblée métastatiques. 

Malgré les avancées effectuées dans le domaine, les nouvelles thérapies n'ont pas pu 

augmenter significativement la survie de ces patients. Nous avons donc utilisé des spécimens 

provenant de biopsies de 289 patients atteints de neuroblastome. Ces biopsies ont permis 

d'effectuer des « Tissue Microarray », pour un immunomarquage avec les anticorps 

polyclonaux dirigés contre la MTl-MMP phosphorylée. 
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3.4.4 Élaboration d'un outil permettallt d'illhiberla MTl-MMP phosphorylée 

Les résultats obtenus dans les trois premières études de la présente thèse, qui 

montrent que la MTl-MMP phosphorylée joue un rôle impoltant dans la progression 

tumorale, nous ont mené à l'élaboration d'un outil pouvant cibler la MT I-MMP 

phosphorylée dans l'optique de contrer la progression tumorale. Nous avons donc conçu un 

peptide de 20 acides aminés, cOITespondant à la séquence cytoplasmique de la MTI-MMP où 

la tyrosine a été remplacée par une phénylalanine non phosphorylable. Ce peptide a été 

couplé à une séquence lui permettant de pénétrer à l'intérieur des cellules tumorales. L'effet 

de ce peptide sur les tumeurs a ensui te été déterminé in vitro et in vivo. 
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4.1	 Phosphorylation Src-dépendante de la MTI-MMP sur son résidu cytoplasmique 

tyrosine 573 : rôle dans la migration des cellules endothéliales et tumorales. 

Résumé 

La métalloprotéase matricielle de type membranaire 1 est une MMP 

transmembranaire qui joue des rôles importants dans les processus de migration cell ulaire 

soutenant l'invasion tumorale et l'angiogenèse. En plus de son activité de dégradation de la 

matrice extracellulaire, la MTI-MMP possède également un court domaine cytoplasmique 

dont l'implication dans la locomotion cellulaire semble importante mais demeure peu 

comprise. Dans cette étude. nous montrons que la MTI-MMP est phosphoryJée sur son 

unique résidu tyrosine situé dans sa séquence cytoplasmique (Tyr573) et que cette 

phosphorylation requiert la kinase Src. En util isant des anticorps phosphospécifiques 

reconnaissant la MTI-MMP phosphorylée sur son résidu Tyr573, nous avons observé que la 

phosphorylation de l'enzyme est rapidement induite suite à une stimulation des cellules 

tumorales et endothéliales avec la sphingosine-I-phosphate (S 1P), un chimioattracteur délivé 

des plaquettes activées, suggérant un rôle dans la migration cellulaire déclenchée par ce 

lysophospholipide. En effet, la surexpression d'un mutant non phosphorylable de la MTI­

MMP bloquait la migration des cellules HUVEC et HT-1080 induite par la SI P et était 

incapable de stimuler la migration des cellules n'exprimant pas l'enzyme (BAEC). Ensemble, 

ces résultats suggèrent fortement que la phosphOJ)'lation de la MTI-MMP sur son résidu 

tyrosine cytoplasmique et dépendante de la kinase Src joue un rôle clé dans la migration 

cellulaire et met J'emphase sur l'importance du domaine cytoplasmique de l'enzyme dans ce 

processus. 
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Abstract 

Membrane-type 1 matl·ix metalloproteinase (MT l-MMP)3 is a transmembrane MMP 

that plays important roles in migratory processes underlying tumor invasion and 

angiogenesis. In addition to its matrix-degrading activity, MTI-MMP also contains a short 

cytoplasmic domain whose involvement in cell locomotion seems important but remains 

poorly understood. In this study, we show that MTI-MMP is phosphorylated on the unique 

tyrosine residue located within this cytoplasmic sequence (Tyr573) and that this 

phosphorylation requires the kinase Src. Using phosphospecific antibodies recognizing MTI­

MMP phosphorylated on Tyr573, we observed that tyrosine phosphorylation of the enzyme is 

rapidly induced upon stimulation of tumor and endothelial cells with the platelet-derived 

chemoattractant sphingosine-l-phosphate, suggesting a role in migration triggered by this 

Iysophospholipid. Accordingly, overexpression of a non-phosphorylable MT1-MMP mutant 

(Y573F) blocked SIP-induced migration of HUVEC and HT-IOSO cells and failed to 

stimulate migration of cells lacking the enzyme (BAEC). Altogether, these findings strongly 

suggest that the Src-dependent tyrosine phosphorylation of MT1-MMP plays a key role in 

cell migration and further emphasize the importémce of the cytoplasmic domain of the 

enzyme in this process. 
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Introduction 

The degradation of extracellular matrix (ECM) proteins by members of the matrix 

metalloproteinases (MMPs) plays a crucial role in several biological processes, including cell 

attachment, cell migration, invasiveness, cell proliferation, apoptosis and angiogenesis 

(Edwards et Murphy. 1998 ; Egeblad et Werb, 2002 ; Folgueras et al., 2004 ; van Hinsbergh, 

Engelse et Quax, 2006). Among the various MMPs desctibed to date, there is now 

considerable evidence that MMPs that are intrinsically associated with the plasma membrane 

due to presence of a transmembrane domain within their sequence, the so-called membrane­

type MMPs, represent key components involved in pericellular proteolysis and subsequent 

celllocomotion and invasion (Haas, 2005 ; Hoh et Seiki, 2006). The prototypical member of 

this family, MTI-MMP, actively participates to the remodelling of the pericellular ECM by 

acting as a cellular receptor and activator of proMMP-2 (Sato et al., 1994), and as a potent 

matrix-degrading protease that proteolyses a broad spectrum of ECM proteins (d'Ortho et al., 

1997 ; Hiraoka et al., 1998 ; Pei et Weiss, 1996) as weJl as a number of cell sUlface­

associated adhesion receptors (Belkin et al., 2001 ; Kajita et al., 2001). These events are 

likely to be important in vivo since MTI-MMP null mice fail to thrive and have a markedly 

reduced lifespan (Holmbeck et al., 1999; Zhou et al., 2000). 

In addition to its role in normal physiology, MTI-MMP is also overexpressed in 

many types of tumors (Nakada et al., 1999 ; Zhai et al., 2005) and this overexpression 

appears crucial for tumor cell migration and invasion. For example, MT I-MMP-mediated 

degradation of some ECM proteins, such as the laminin-5y2 chain (Koshikawa et al., 2005), 

stimulates migration, while proteolysis of the dense, cross-linked meshwork of type l 

collagen fibrils by the enzyme confers neoplastic cells with tissue-invasive activity (Sabeh et 

al., 2004) and sustains tumor cell growth in otherwise growth-resttictive three-dimensional 

matrices (Hotary et al., 2003). 

In spite of its importance to normal physiology and in the development of 

malignancy, the mechanisms underlying MTI-MMP-mediated ce Il invasion remain 
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incompletely understood. During cell migration, MTI-MMP localizes predominantly to the 

cell adherent edge at the migration front, an appropriate location for the degradation of the 

ECM barrier (Sato et al., 1997). In addition, we and others have shown that MTI-MMP is 

preferentially localized into caveolae, specialized domains of the plasma membrane (Annabi 

et al., 2001 ; Puyraimond et al., 2001), and this localization may contribute to the 

spatiotemporal regulation of its proteolytic activity by controlling adequate endocytosis and 

recycJing of the enzyme (Galvez et al., 2004 ; Remacle, Murphy et Roghi, 2003). 

In addition to the importance of MTl-MMP- mediated proteolytic breakdown of 

ECM proteins for the induction of cell migration, recenl sludies suggested that the 

cytoplasmic domain of the enzyme may also play a role in this process. For example, MTI­

MMP mutants lacking the cytoplasmic domain remain localized at the cell surface and failed 

to induce migration, suggesting an impoliant role of the enzyme cytoplasmic sequence in the 

regulation of ils activity (Jiang et al., 2001 ; Lehti et al., 2000; Uekita et al., 2001). In this 

respect, the cytoplasmic domain of MT I-MMP has been shown to be involved in several 

aspects of the enzyme's activity, including the formation of oligomers (Lehti et al., 2002 ; 

Rozanov et al., 2001), the localization of the enzyme to invadopodia (Nakahara et al., 1997), 

the activation of the extracellular signal-regulated protein kinase (ERK) signaling pathway 

(Gingras et al., 2001) and in its interaction with a number of intracellular proteins such as 

cupin (Uekita et al., 2004), the j.t2 subunit of adaptor protein-2 (Uekita et al.. 2001) and 

tyrosine phosphorylated caveolin-I (Labrecque et al., 2004). Although the mechanisms by 

which the MTI-MMP cytoplasmic sequence is implicated in these processes remain poorly 

understood, recent observations indicate that it could involve an important function of this 

domain in the cooperation of the enzyme with selUm-derived chemoattraclant molecules such 

as sphingosine- 1-phosphate (S 1P), a bioactive lipid secreted by activated platelets (Langlois. 

Gingras et Beliveau, 2004). 

In this study, we report that MTI-MMP is tyrosine phosphorylated within its 

cytoplasmic domain, in a Src-dependent manner. This tyrosine phospholylation is observable 

upon stimulation of endothelial and tumoral cells with SI P. and seems important for both 

tumor and endothelial cell migration. 



59 

Experimental procedures 

Reagems and antibodies 

Cell culture media, antibiotics (penicillin, streptomycin) and glutamine were 

purchased from Gibco (Grand Island, NY, USA). Trypsin was obtained from Sigma (St 

Louis, MO, USA). Basic-FGF was obtained from Upstate (Lake Placid. NY. USA). PolyFect 

and HiPerFect transfection reagents, control and caveoli n-l siRNAs were purchased from 

Qiagen (Mississauga, ON, Canada). The TransPass O2 transfection reagent was from New 

England BioLabs Inc. (Ipswitch, MA, USA). Antibodies against caveolin (610059, 610406) 

and caveolin pYl4 (611338) were obtained from BD Transduction Laboratories 

(Mississauga, ON, Canada): anti-MTI-MMP (AB815 and MAB3328) were from Chemicon 

International (Temecula, CA, USA); anti-pTyr (pY99) and c-Myc (clone 9EIO) were from 

Santa Cruz Biotechnology (Santa Cruz, CA, USA); anti-Src (clone GD Il) was from Upstate 

(Lake Placid, NY, USA). Mouse and rabbit HRP-conjugated secondary antibodies were 

purchased from Jackson ImmunoResearch (Mississauga, ON, Canada). Mouse Alexa488­

(A21202) and rabbit rhodamine- (T2769) conjugated antibodies were from Molecular Probes 

(Invitrogen Canada, ON). Protein G- and A-coupled Sepharose, IPG strips and apparatus for 

isoelectric focusing (IEF) were from Arnersham Biosciences AB (Uppsala, Sweden). 

Electrophoresis apparatus and reagents were purchased from Bio-Rad (Mississauga, ON, 

Canada). PVDF transfer membranes and Western Lightning Chemiluminescence Reagent 

Plus were obtained from PerkinElrner Life Sciences (Boston, MA, USA). 

Cel! Culture 

Bovine aOltic endotheliaI cells (BAEC), human umbilical vein endothelial cells 

(HUVEC), human fibrosarcoma cells (HT- 1080) and monkey kidney cells (COS-7) were 

purchased from Clonetics and were cultured at 3rC in a humidified atmosphere containing 
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5% CO2. BAEC were cultured in Dulbecco's modified Eagle's medium (DMEM) with low 

glucose supplemented with 10% bovine calf serum (BCS), lOng/ml b-FGF, 100 lU/mL 

penicillin, 100 mg/mL streptomycin and 4 mM glutamine. HlNEC were maintained in 

endothelial cell growth medium BulletKit (EGM-2) supplemented with 2% fetal bovine 

serum (FBS), human EGF (hEGF), hydrocortisone, VEOF, human basic-FOF (hFOF-B), 

lOF-l, ascorbic acid, heparin, gentanamycin, and amphotericin-B. HT-IOSO were grown in 

Minimum Essential Medium (MEM) supplemented with 1 mM pyruvate, 10% FBS, 100 

lU/mL penicillin, 100 mg/ml streptomycin and 4 mM glutamine. COS-7 were grown in 

DMEM with high glucose supplemented with 10% FBS, 100 lU/ml penicillin, 100 mg/mL 

streptomycin and 4 mM glutamine. 

TrGllsfection 

The cDNAs encoding the full-Iength human MTI-MMP, its cytoplasmic domain­

deleted (C~20) and catalytically inactive (E240A) mutants have been previously described 

(31,34). The MTI-MMP cytoplasmic mutants LLy571
-
573AAA and Y573F were produced by 

site-directed mutagenesis, as previously described (Labrecque et al., 2004). The myc-tagged 

full-length MT I-MMP (mycMT1), in which the myc epitope was insel1ed in the hinge region 

of the enzyme between proline 312 and threonine 313 (PEQKLISEEDLT) was synthesized 

using the overlap extension method. The wild-type and dominant-negative Src plasmids were 

kindly provided by Dr. Isabelle Royal (Université de Montréal, Canada). Transient 

transfection of COS-7 cells was performed using the PolyFect transfection reagent (Qiagen). 

HT-1080 cel1 s were transiently transfected using the Fugene6 transfection reagent (Roche). 

HUVEC and BAEC were transiently transfected with TransPass D2 transfection reagent 

(BioLabs). Ali transfections were performed according to the manufacturer' s instructions. 
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Production ofphospho-MTl-MMP(Y573) antibodies 

PolycJonal phosphospecific antibodies were produced by 21" Century Biochemicals 

(Marlboro, MA, USA). Brietly, antigenic phosphopeptide (GTPRRLL[pY]CQRSL-amide) 

and nonphosphopeptide (GTPRRLLYCQRSL-amide) were synthesized based on the human 

MTI-MMP cytoplasmic sequence and purified by HPLC. Sequences were verified by mass 

spectrometry. Rabbits were inoculated 5 times with the phosphopeptide conjugated with a 

immune carrier and serum was collected and subjected to affinity depletion using the 

nonphosphopeptide, foJJowed by affinity purification using a phosphopeptide affinity 

column. To verify the specificity of the antibodies against the phosphorylated peptide, pMTI­

MMP(Y573) antibodies were pre-incubated for 45 min at 37°C with a 5-fold molar excess of 

either the phosphopeptide or the nonphosphopeptide and immunodetection was pelformed as 

described below. 

Two-dimensional gel electrophoresis 

For the first dimension, immunoprecipitates bound to protein A-coupled Sepharose 

beads were solubilized in rehydration buffer (5 M urea, 2 M thiourea, 2 % CHAPS, 2 % SB3­

JO, 0.3 % DIT. bromophenoJ blue) containing ampholytes (pH 4-7). Solubilized proteins 

were incubated with 7 cm-IPG strips containing a linear pH gradient (4-7) (Amersham 

Biosciences) at room temperature for 10 h, and isoelecllic focusing (IEF) was performed at 

500 V for 30 min, 1000 V for 30 min followed by 5000 V for 13 h. For the second 

dimension, !PG strips were incubated for 15 min at room temperature in equilibration buffer 

(50 mM Tris-HCI pH 6.8, 6 M urea, 30 % glycerol, 2 % SDS) containing 2 % DTT, and then 

for 15 min in equilibration buffet' containing 5 % iodoacetamide and bromophenol blue. !PG 

strips were loaded on 7.5 % SDS-PAGE and Western blotting was pelformed as described 

below. 
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Caveolae Isolation 

Caveolae were purified using a hyperosmotic carbonate method, as described 

previously (Labrecque et al., 2004). Briefly, confl uent COS-7 cells cultured in 100-mm2 

dishes were scraped into 3 ml of 0.5 M sodium carbonate (pH Il) and homogenized 

extensively using a Polytron (three pulses of 15 sec, at speed 4) followed by sonication (tlve 

pulses 15 sec, at 70% of maximal power). 2.5 ml of the resulting homogenate was brought to 

45% sucrase by the addition of 2.5 ml of 90% sucrase in MES-buffered saline (MBS; 25 mM 

MES pH 6.5, 150 mM NaCl) and overlaid with two layers (6 ml each) of 35 and 5% sucrase 

in MBS containing 0.25 M carbonate. The gradient was then centrifuged at 200,000 x g for 18 

h using a Beckman SW41Ti rotor. For analysis of the resulting gradient, 1 ml fractions were 

collected from the top to the bottom of the gradient. Caveolae-enriched (5 to 8) or non­

caveolae (12 to 15) fractions were pooled, diluted in 10 mM Tris-HO (pH 7.5), and 

centrifuged at 100,000 x g for 1 h. 

Stimulation ofHTIOSO and HUVEC cells with SI? 

HTlO80 and HUVEC cells grown to 90% confluence were serum-starved for 18 h in 

medium containing 0.5% serum. Cells were then pre-incubated 2 h at 37°C with 1 )lM PP2 

(or equivalent amount of vehicle), followed by incubation for 2 to 30 min with 1 )lM SI P. 

Cells were then solubilized in SDS Iysis buffer (10 mM Tris-HO pH 7.4, 1% SDS, 1 mM 

sodium orthovanadate), followed by boiling for 5 min at 100°C and homogenization using a 

26-gauge needle. Protein concentrations were determined by the bicinchoninic acid method 

(Pierce). 
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lmmunoprecipitation and Western Blotting 

Procedures have been described elsewhere (Labrecque et al., 2004). Briefly, equal 

amounts of proteins were incubated in Iysis buffer (10 mM Tris-HCl pH 7.4, 150 mM NaCI, 

1% Triton X-IOO, 0.5% NP-40, 1 mM EDTA, 1 mM EGTA, [ mM sodium vanadate) 

overnight at 4°C in the presence of 1-2 l-lg/mL of specifie antibodies and the immune 

complexes were collected by incubating the mixtures with protein A or G-coupled Sepharose 

beads. Bound material was solubilized in Laemmli sample buffer, boiled for 5 min, and 

separated by SDS-PAGE. The proteins were transfelred onto PVDF membranes, blocked 

overnight at 4°C with TBST buffer containing 3% BSA, and incubated for 1 h at room 

temperature with the desired primary antibodies. Immunoreactive bands were revealed 

following one hour incubation with HRP-conjugated anti-mouse or anti-rabbit secondary 

antibodies, and the signaIs were visualized by chemiluminescence. 

lmmullofluoreseenee and COllfoeal Mieroseopy 

Endothelial cells (HUVEC) were plated on coyer glasses coated with 10 J.lg/mL 

fibronectin, serum starved, and treated (or not) with 1 J.lM SIP for 15 min. After 5 min of 

incubation with Hoechst 20 IlM for nuclei staining, cel1s were fixed with 3.7% formaldehyde 

for 15 min, perrneabilized with 0.2% Triton X-IOO for 5 min, blocked (1% BSA in Tris 

Buffer Saline containing 0.1 % Tween) for 30 min and stained with specifie primary 

antibodies against phophoMT I-MMP (1/50 dilution), phospho-caveolin-I and MT I-MMP 

(1/100 dilution). Cells were incubated with Alexa488- or rhodamine-conjugated secondary 

antibodies. SI ides were mounted with Immuno-Fluore Mounting Medium (MP Biomedicals). 

Immunostaining was visualized and photographed using a Zeiss LSM 510 Meta confocal 

microscope. 
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Cel! migration 

Migration assays of BAEC, HUVEC or HTiOSO cel1s transfected with either 

pcDNA3.1, WT or Y573F forms of MTl-MMP, were performed on transwells precoated 

with 10 IlglmL fibronectin. The transwells were assembled in 24-well plates and the lower 

chambers filled with serum-free media with or without 1 J.lM SI P or 10 % FBS. Transfected 

cells were harvested, resuspended in 100 J.lL of fresh cell media at a density of 5x lOs 

cellsfmL and inoculated into the upper chamber of each transwell. The plates were then 

placed at 37°C in 5% COi95% air for 3 h and cells that had migrated were quantified using 

computer-assisted imaging (Northern Eclipse 6.0; Empix Imaging, Mississauga, ON, 

Canada). Data are expressed as the average density of migrated cells per 4 fields (original 

magnification 50 X). Statistical analysis was pelfonned by two-way analysis of variance 

(ANOVA) followed by the Bonferroni post-tests. P< 0.05 was considered statistically 

significant. For transfection efficiencies measurement, total membranes were isolated as 

described (Langlois, Gingras et Beliveau, 2004) and MTl-MMP was immunodetected 

(HUVEC and BAEC). For HT-IOSO cells, transfection efficiencies were achieved by MTI­

MMP-dependent activation of MMP-2 in zymography as described (Annabi et al., 2001). 
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Results 

MTJ-MMPis plwsphorylated on c)'toplasmic tyrosine 573: involvemenr ofSrc kinase 

We previously showed that overexpression of Src induces the tyrosine 

phosphorylation of caveolin-l and its subsequent association with MTI-MMP (Labrecque et 

al., 2004). Since this interaction required the cytoplasmic domain of MTI-MMP, we 

hypothesized that the stimulatory effect of Src could also involve the phosphorylation of the 

unique tyrosine residue located in the cytoplasmic sequence of MTl-MMP. As a first step to 

examine this possibility, COS-7 cells were transiently transfected with a myc-tagged version 

of MTI-MMP along with Src or a kinase-inactive dominant-negative form of Src (Src ON). 

mycMTI was immunoprecipitated using an anti-myc monoclonal antibody and the extent of 

tyrosine phosphorylation was determined by immunoblotting using an anti-phosphotyrosine 

antibody. As shown in Fig. lA, immunoprecipitation of MTI-MMP from cells overexpressing 

MTI-MMP and Src resulted in the appearance of tyrosine phosphorylated bands in the 63-66 

kOa range. whereas co-expression of MT I-MMP with an inactive Src mutant failed to induce 

the tyrosine phosphorylation of these proteins. The 64 kDa phosphorylated band shows an 

electrophoretic mobility similar to that of myc-tagged MT) -MMP and was also observed 

upon reverse immunoprecipitation with anti-phosphotyrosine antibody, strongly suggesting 

that it represents a tyrosine phosphorylated form of MT I-MMP. 

In order to further establish if MTI-MMP is incleed tyrosine phosphorylated in Src­

expressing cells and whether this phosphorylation occurs at an intracell ular location, we next 

examined the effect of valious mutants of the enzyme on this event. As shown in Fig. 1B, 

immunoprecipitation of both myc-tagged (mycMTI) or wild-type MTI-MMP (WT) resulted 

in the appearance of tyrosine phosphorylated bands cOITesponding to the molecular weights 

of both forms of the enzyme, indicating that the observed phosphorylation was not restricted 

to the epitope-tagged version of MTI-MMP. We next examined the requirement for the 

catalytic activity and cytoplasmic sequence of the enzyme using various mutants. The 

catalytically-inactive mutant (E240A) remained phosphol)'lated, but in a lower extent than 
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the wild-type enzyme (WT). The E240A mutation could have induced a global 

conformational change in the enzyme structure since this mutation impairs the refolding of a 

recombinant MT I-MMP polypeptide (Follows et al., 2001); thus preventing partially MT 1­

MMP tyrosine phosphorylation. However. removal of the cytoplasmic domain (Ct.20) 

decreased almost completely tyrosine phosphOl)'lation (Fig. 1B). 

Since the MTI-MMP cytoplasmic sequence contains only one tyrosine residue at position 

573 of the protein, we next examined the effect of mutated versions of MT I-MMP lacking 

this residue. Interestingly, overexpression of the Y573F and LLy 57I
.
573AAA mutants 

abolished tyrosine phosphorylation, further suggesting that the intracellular tyrosine residue 

of MT l-MMP is the site of phosphorylation (Fig. 1B). 

To unambiguously establish that MT1-MMP is phosphoryJated on tyrosine 573, we 

next analyzed, by two-dimensional (2D) gel electrophoresis, immunoprecipitates from cells 

expressing MTI-MMP or MTI-MMP along with Src. As shown in Fig.IC, 

immunoprecipitation of MTI-MMP from cells co-expressing Src resulted in the appearance 

of at least 4 well-defined tyrosine phosphorylated spots (vertical alTows). We observed that 

the more acidic forms migrated at a position identical to immunoreactive MTI-MMP (63 

kDa) (horizontal anow) whereas the more basic fonns, with slightly lower molecular weights 

(60 kDa), were not associated with detectable levels of the enzyme. This suggests that only a 

slight portion of the 63 kDa forms is phosphorylated, while the majority of the 60 kDa forms 

are; highlighting that the 60 kDa forms are less abundant than the 63 kDa ones. This is 

suppolted by the observation that overexpression of the MTI-MMP (Y573F) mutant 

completely abolished the tyrosine phosphorylation of all MT I-MMP isoforms (Fig. 1C). 

Overall, these results indicate that MTI-MMP is tyrosine phosphorylated in Src-expressing 

cells and that this event involves its unique cytoplasmic tyrosine 573 residue. 
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Caveolfn-l and caveolae are not necessary for MTl -MMP p/WsphOl)'lation 

We next examined whether the tyrosine phosphorylation of MTI-MMP is involved 

in the interaction of the enzyme with tyrosine phosphorylated caveolin-l, since we have 

previously shown that caveolin-I interaet with MTI-MMP via its cytoplasmic domain 

(Labrecque et al., 2004). First, COS-7 cells were transfected with either wild-type MT 1­

MMP orthe non-phosphorylable MTI-MMP mutant (Y573F) and the presence of MT-MMP 

in the caveolin-I immunoprecipitates was deterrnined. As shown in Fig. 2A, both the wild­

type or the mutated version MTI-MMP associated with caveolin-I, ruling out 

phosphorylation of MTI-MMP as a necessary event for its interaction with caveolin-I. 

Nurnerous proteins, such as endothelial nitric oxide synthase (eNOS) or epidermal 

growth factor receptor (EGFR), are regulated by an interaction with caveolin-I (Wu et al., 

2005). We thus hypothesized, since MTI-MMP interact with caveolin-l, its phosphorylation 

could be regulated by caveolin-I. To determine if caveolin-l is necessary for the tyrosine 

phosphorylation of MT I-MMP, cells overexpressing MT 1-MMP and Src were incubated 

with a siRNA specifically targeting caveolin-l and the resulting phosphorylation of MTI­

MMP was monitored by immunoprecipitation. As shawn in Fig. 2B, in spite of a dramatic 

reduction of the caveolin-l levels by the siRNA, the tyrosine phosphorylation of MTI-MMP 

was not markedly affected by the treatment. However, we routinely observed that down 

regulation of caveolin-I significantly increases both MTI-MMP Ievels and its extent of 

phosphorylation, suggesting that caveolin-I may play a role in the turnover rate of the 

enzyme. This effect is however unlikely to be reJated to the disruption of caveolae that are 

induced by the reduced levels of caveolin-I since the addition of l3-cyclodextrin, a well­

described caveolae-disrupting agent, had no significant effe ct on either MTI-MMP 

expression or phosphorylation (Fig. 2B). Finally, we tested whether phosphorylation of MT 1­

MMP could alter its localization to caveolae. Although overexpression of MTI-MMP in 

COS-7 cells leads to a lower caveolar localization of the enzyme than in tumor (Annabi et al., 

2001) or endothelial (Puyraimond et al., 2001) ce\ls, we observed that the proportion of the 

enzyme associated with these domains was not significantly affected by either overexpression 
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of Src or by mutation of the phosphorylation site within the cytoplasrnic domain (Fig. 2C). 

Overall, these results indicate that caveolae and caveolin-I are not involved in the tyrosine 

phosphorylation of MT I-MMP. 

Production ofphosphospecific antibodies against tyrosine phospllOrylated MT/-MMP 

Phosphospecific antibodies represent an invaluable tool to study the role of 

phosphorylation in signal transduction events (Mandell, 2003). In order to generate 

antibodies recognizing the phosphorylated fonn of MTI-MMP, rabbits were immunized with 

a synthetic phosphopeptide encompassing the phosphorylated sequence of the enzyme and 

the resulting antibodies were obtained by affinity depletion using a nonphosphopeptide, 

followed by affinity purification (Fig. 3A). To verify the specificity of the antibody towards 

phosphorylated MTI-MMP, antibodies were preincubated with either the nonphosphopeptide 

or the phosphopeptide and their capacity to recognize phosphorylated MTl-MMP was 

evaluated (Fig. 3B). As expected, the phosphopeptide completely abolished the 

immunodetection of the Src-induced phosphorylated form of MTI-MMP whereas 

preincubation of the antibodies with the nonphospeptide had no effects. Furthermore, the 

anti- phosphoMTI-MMP(Y573) antibodies recognize MTI-MMP only in 

immunoprecipitates from COS-7 cells co-expressing MTl-MMP and Src, in agreement with 

previous results obtained with the anti-phosphotyrosine antibody. However, the antibodies 

did not recognize the MTI-MMP (Y573F) mutant, even in the presence of Src, further 

confirming their specificity towards MT I-MMP that is tyrosine phosphorylated at its 

cytoplasmic tyrosine residue (Fig. 3C). Finally, the pattern of MTI-MMP phosphorylation 

detected by the phosphospecific antibodies following 2D electrophoresis was sirnilar to that 

observed using the anti-phosphotyrosine antibody, again indicating that these antibodies 

indeed recognize phosphOl)'lated MTl-MMP (Fig. 3D). MTI-MMP phosphospecific 

antibodies were also validated for immunocytochemistl)' and confocal microscopy. As shown 

in (Fig. 3E) phosphorylated MTI-MMP and MTI-MMP have the same pattern, and 

colocalized, validating by another way the MTI-MMP phosphospecific antibodies. 
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Sphingosine-l-phosphare (SIP) stimu!ates endogenous endothelial and tumor cells MT/­

MMP phosphory!ation 

SI P is a platelet-derived lysophospholipid that acts as a powerful chemoattractant 

and that plays an important raIe in angiogenesis (Razani, Woodman et Lisanti, 2002). 

Previous work from our laboratory has demonstrated that MT I-MMP cooperates with SI P to 

induce endothelial cell migration and morphogenic differentiation (Langlois, Gingras et 

Beliveau, 2004). In order to examine whether MTI-MMP is tyrosine phosphorylated in 

response to SI P stimulation, human fibrosarcoma (HT-1080) and human umbilical 

endothelial vein (HUVEC) cells were incubated for various periods of time with SI P and the 

extent of MT1-MMP phosphorylation was monitored by immunoprecipitation. Since 

preliminary experiments indicated that the phosphospecific antibodies were ineffective in 

immunoprecipitation procedures (result not shown) and that anti-MTI-MMP antibodies 

failed to precipitate the enzyme from untranfected cel1s (Labrecque et al., 2004), total 

phosphotyrosines were immunopreci pitated and the presence of phosphorylated MT I-MMP 

in the immune complexes was monitored using the anti-phosphoMTI-MMP(Y573) 

antibodies. As shown in Fig. 4A, stimulation of HTI080 cells with SIP resulted in a time­

dependent appearance of tyrosine phosphorylated MT I-MMP, maximal phosphorylation 

occurring at 15 min. Tyrosine phosphorylation was predominantly observed for the 63-kDa 

form of the enzyme but a 57 kDa-form of MTI-MMP was also strangly phosphorylated after 

2 min of stimulation with S1P. The extent of phosphorylation of this form however rapidly 

declined, possibly reflecting the high turnover rate of MTI-MMP in these cells (Koo et al., 

2002). Addition of PP2, a Src kinase inhibitor, markedly inhibited SI P-dependent 

phosphorylation of MTI-MMP, again suggesting the impoltance of Src in this process. In a 

similar manner, SIP stimulates MTI-MMP phosphorylation in HUVEC, with a maximum at 

5 min and this phosphorylation was sensitive to PP2, indicating the involvement of Src kinase 

activity. 

Since MTI-MMP is localized in caveolae and interacts with phosphorylated 

caveolin-l (Fig. 2D; (Annabi et al., 2001 ; Labrecque et al., 2004», we have examined the 
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effect of SI P-dependent phosphorylation of MTI-MMP on its subcellular localization in 

HUVEC. Interestingly, SIP induœ re-Iocalization ofMTI-MMP and its phosphorylated form 

from the interior of the cell to the membrane. (Fig. 4C-F). This re-Iocalization was con·elated 

with a partial colocalization of MT I-MMP and phosphoMTI-MMP with phosphocaveolin-l. 

MT/-MMP phosphorylation is important for tumor and endothelial cel! migration 

It is well established that MTI-MMP plays a key role in cell migration (reviewed in 

(Itoh et Seiki, 2006)). To assess the role of phosphorylated MT I-MMP in tumor and 

endothelial œil migration, fibrosarcoma (HT-\ 080) or endothelial (HUVEC and BAEC) cells 

were transfected with either WT or Y573F forms of MTI-MMP. In œlls which express 

relatively high levels of endogenous MTI-MMP (HUVEC and HT-\080), overexpression of 

WT had a modest stimulatory effect on migration but the Y573F mutant sh·ongly diminished 

migration induced by either SI P or serum, suggesting that the mutant acted in a dominant­

negative manner (Fig. 5A and B). As reported previously (Langlois, Gingras et Beliveau, 

2004), overexpression of MTI-MMP in BAEC, which are largely devoid of the enzyme, 

induœd a marked increase in migration induced by either SI P or serum (Fig. 5C). However, 

this stimulatory effect was markedly reduced upon expression of the non-phosphorylable 

MTI-MMP mutant. These results thus indicate that the tyrosine residue located within the 

MTI-MMP cytoplasmic domain plays an important role in cell migration. possibly by acting 

as a tyrosine phosphorylation site within the enzyme. 
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Discussion 

Although the involvement ofMTI-MMP in ce]] migration has been mostly studied in 

terms of its proteolytic activity towards a wide variety of ECM (Hiraoka et al., 1998 ; Hotary 

et al., 2003 ; Koshikawa et al., 2005 ; Saheh et al., 2004) or ce]] surface-associated (Belkin et 

al., 200\ ; Kajita et al., 2001) proteins, there is also increasing evidence supporting an 

important role of the short intracellular cytoplasmic domain of the enzyme in this event. For 

example, the migration of a number of tumor (Gingras et al., 2001 ; Lehti et al., 2000 ; 

Rozanov et al., 2001 ; Uekita et al., 2001) or endothelial (Langlois, Gingras et Beliveau, 

2004) celllines is impaired following deletion of the intracellular sequence ofMTI-MMP, an 

inhibitory effect that may he related to defective endocytosis of the protein (Uekita et al., 

2001), reduced activation of the ERK signaling cascade (Gingras et al., 2001) as weil as 

impaired interaction of the enzyme with tyrosine phosphorylated caveolin-I (Labrecque et 

al., 2004). 

The results reported in the CUITent work suggest that the importance of the cytoplasmic 

domain in MTI-MMP-dependent cell migration may also he related to the phosphorylation of 

the unique tyrosine residue located within this intracellular domain. First, we observed that 

tyrosine phosphorylated proteins associated with the MT1-MMP immunoprecipitates had 

molecular weights and isoelectric points very similar to the enzyme, strongly suggesting that 

they indeed represent phosphorylated forms of MT\-MMP. This was supported by the 

inhibition of phosphorylation by site-directed mutagenesis of this tyrosine residue as weil as 

by the specifie recognition of the phosphorylated fonns of the enzyme by phosphospecific 

antibodies raised against the phosphorylated sequence. Since these antibodies did not 

recognize MT1-MMP lacking a single tyrosine residue located within its intracellular 

domain, these observations clearly indicate that, at least under the experimental conditions 

used in our study, MTI-MMP was phosphorylated on its unique cytoplasmic tyrosine 

residue. 
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The tyrosine phosphorylation of MTI-MMP required concomitant expression of Src and 

was completely abolished by overexpression of a kinase-defective Src mutant, indicating that 

Src and/or a kinase activated by Src plays an essential role in this event. Although under 

these conditions, Src aJso induced phosphorylation of caveolin-l, leading to the interaction of 

MTI-MMP with phosphocaveolin-I (Fig. 2; (Labrecque et al., 2004)), our results indicate 

that this interaction was neither necessary for, nor a consequence of the phosphorylation of 

MTI-MMP. However, we observed that reduction of caveolin-l levels increased the 

expression and the extent of phosphorylation of MTI-MMP, suggesting that caveolin-l may 

regulate the turnover of the enzyme. 

Interestingly, tyrosine phosphorylation of MT I-MMP was not restricted to cel1s 

overexpressing Src but could also be detected in untransfected cel1s stimulated with the 

chemoattractant SI P, where phospho-MTI-MMP is re-localized in membrane domains, 

raising the interesting possibility that this phosphorylation could participate to the migratory 

processes induced by this lipid. Such an involvement is strongly suggested by the ability of a 

non-phosphorylable MTI-MMP mutant to inhibit migration of cel1s endogenously expressing 

MTI-MMP, such as HTI080 and HUVEC, as weil as by its failure to stimulate migration in 

BAEC, a cel1 line that express much lower levels of the enzyme. This SI P-dependent 

tyrosine phosphorylation of MT I-MMP could thus explain the preferential cooperation of the 

enzyme with this lipid for the induction of migration and morphogenic differentiation of 

endothelial cel1s (Langlois, Gingras et Beliveau, 2004) and the absence of promigratory 

effects of S1Pin cel1s lacking MTI-MMP (Pilorget et al., 2005). 

Phosphorylation of tyrosine 573 within the MTI-MMP intracellular domain was 

unexpected since this region lacks known recognition motifs for tyrosine kinases (RJKJQ)X~_ 

4(DIE) X2-3 pY) (Wu, Ma et Lam, 1994) or binding motifs for either Src homology 2 (SH2) 

(pYXX(I1L)) or SH3 (PXXP) domains that would facilitate recruitment of tyrosine kinases. In 

spite of the lack of these consensus sequences known to he involved in signal transduction, 

previous results have nevertheless suggested that the sequence encompassing this tyrosine 
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residue plays an important l'ole in MT I-MMP function. The LLY sequence was found to he 

essential for internalization of the enzyme at the migration front through its involvement in 

the interaction of MTI-MMP with the adaptor 2 complex (Uekita et al., 200\), suggesting 

that reversible phosphorylation of this tyrosine residue may play a role in this interaction. In 

this respect, it is noteworthy that the internalization of the T cell surface receptor CTLA-4 

from the plasma membrane involves the interaction of the receptor cytoplasmic sequence 

165YV K.M I68 with the adaptor complex /12 and that phosphorylation of the tyrosine residue 

abolishes this binding, possibly by disrupting the hydrophobic pocket necessary for the 

interaction (Follows et al., 2001 ; Shiratori et al., 1997). Such a negative regulatory raIe of 

phosphorylation on the endocytosis of MT) -MMP is also suggested by the recent observation 

that v-Src-transformed cells activate a FAK-dependent mechanism that reduces endocytosis 

of MTI-MMP, increasing cell-surface expression of the enzyme and the resulting 

degradation of the ECM (Wu et al., 2005). Based on our observation that MTI-MMP is 

tyrosine phosphorylated and that a non-phosphorylable mutant of the enzyme inhibited cell 

migration, it is thus tempting to speculate that the induction of MT I-MMP-dependent 

migration by chemoattractants such as SI P could involve tyrosine phosphorylation of the 

enzyme, leading to alteration in its rate of internalization and in the resulting increase in 

ECM degradation and migration. Further studies on the impact of tyrosine phosphorylation of 

MTI-MMP on its rate of internalization are currently underway and should provide 

interesting insights on the role of this event in the regulation of the function of the enzyme. 

Although the impol1ant role of MTI-MMP in tumor invasion and angiogenesis makes it 

an attractive drug target, the participation of the enzyme to normal skeletal development 

suggest that the inhibition of its catalytic activity may lead to severe side effects (Ove rail et 

Kleifeld, 2006). In this context, the observation that tyrosine phosphorylation of the MT 1­

MMP cytoplasmic domain plays an important role in both tumor and endothelial cell 

migration suggests that inteItering with the intracellular pathways involved in this event may 

represent an alternative strategy to inhibit tumor progression triggered by this crucial enzyme. 
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Figure legends 

Figure 1. MT 1-I\1MP is phosphorl'lated on its cl'toplasmic tyrosine residue 573. A, COS-7 

cells were transfected with empty vector (pcONA3.1). wild-tl'pe ml'c-tagged MTI-MMP 

(ml'cMT 1), Src or Src dominant-negative (Src ON). 48 h post-transfection, cell Il'sates were 

subjected to immunoprecipitation (lP) with a monoclonal antibodl' raised against either ml'c­

tag or total phosphotyrosines (pTl'r), and phosphOl'ylation was monitored bl' Western 

blotting. Transfected proteins levels were monitored in celllysates bl' Western blotting using 

specific antibodies. B. COS-7 cel!s were transfected with Src and different versions of MTI­

MMP (ml'c-tagged (ml'cMTI), wild-type (WT), catall'tically inactive mutant (E240A), 

cl'toplasmic domain-deleted (CL'.20), or cl'toplasmic mutants Y573F and LLy 571
-
S73AAA), 

and the extent of MTI-MMP phosphorylation was monitored as in A. C, COS-7 cells were 

transfected with Src along with WT or Y573F forms of MTI-MMP. 48 h post-transfection. 

cel! ll'sates were immunoprecipitated with poll'clonal antibodies raised against MTl-MMP. 

MTI-MMP phosphorylation was anall'zed by 20 gel electrophoresis: immunoprecipitated 

proteins were first subjected to isoelectric focusing (lEF) in a pl l'ange 4 to 7, and then 

applied to a 7.5% SOS-PAGE. 20 gels electrophoresis were then immunoblotted with 

antibodies against either pTyr or MTI-MMP. ID, immuno-detection: NS, non specific; H, 

immunoglobulin heavy-chain. These resuIts are representative of 3 distinct experiments. 

Figure 2. Caveolin-I and caveolae are not necessarl' for MT I-MMP phosphorylation. A. 

COS-7 cells were transfected with Src and either mycMT l, WT or Y573F forms of MT 1­

MMP. 48h post-transfection, cell Iysates were immunoprecipitated with a monoclonal 

antibody raised against caveolin-l (Cav-I), and associated MTI-MMP was detected with an 

anti-MTI-MMP. Transfected proteins levels were monitored in lysates by Western blotting 

using specific antibodies. B, COS-7 cells were transfected with control and caveolin-l 

siRNA, followed, 24h later, by transfection with mycMTI and Src. Cells were then treated 

for 2 h with ~-cyclodextrin as indicated. Cell lysates were immunoprecipitated with a 

monoclonal antibody raised against mye, and total phosphotyrosines were detected with an 

anti pTyr. Transfected proteins levels were 1110nitored by Western blotting using specifie 
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antibodies. C, COS-7 cells were transfected with Src and either pcDNA3.1, WT or Y573F 

forms of MTI-MMP. 48 h post-transfection. cells were harvested and subjected to sucrose 

gradient sedimentation. Equal amount proteins from caveolae (c) and non-caveolae (nc) were 

subjected to immunoblotting with the indicated antibodies. ID, immuno-detection; NS, non 

specific; H, immunoglobulin heavy-chain. These results are representative of 4 distinct 

experiments. 

Figure 3. Generation of polyclonal phosphospecitic antibodies against MTI-MMP 

phosphorylated on tyrosine 573. A, Amino acid sequences of peptides usee! for rabbit 

immunisation and affinity depletion. B, Validation of antibody phosphospecificity. COS-7 

cells were transfected with WT form of MT l-MMP and Src. and 48h post-transfection, cell 

lysates were subjected to immunoprecipitation using polyclonal antibodies raised against 

MTI-MMP. Before immunoblotting, pMTI-MMP (Y573) antibodies were pre-incubated in 

the absence (a) or in the presence of a 5-fold molar excess of either the nonphosphopeptide 

(b), or the phosphopeptide (c). The blotting membrane was then reprobed with anti-MTI­

MMP antibodies (d). C, COS-7 cel1s were transfected with Src. and either WT or Y573F 

for ms of MTI-MMP. 48 h post-transfection, celllysates were immunoprecipitated with anti­

MTI-MMP or anti-phosphotyrosine (pTyr) antibodies. Phosphorylated MTI-MMP was 

detected with either pTyr or pMTI-MMP(Y573) antibodies by Western blotting. D, COS-7 

ce1ls were transfected with WT form of MTI-MMP, in the presence or in the absence of Src, 

and 48 h post-transfection ce1l lysates were immunoprecipitated \Vith polyclonal antibodies 

against MTI-MMP. MTI-MMP phosphorylation was analysed by 2D gel electrophoresis, 

fo1lowed by immunoblotting with anti- phosphoMTI-MMP (Y573) antibodies. ID, immuno­

detection; NS, non specific; H, immunoglobulin heavy-chain. E, HUVECs were seeded on 

fibronectin-coated coverslips. serum-starved and stimulated wi th sphingosine-l-phosphate 

(S 1P). Nuclei were then stained with Hoechst, fixed and double stained with specific 

antibodies against MT1-MMP (MAB3328) and pMTI-MMP(Y573) followed by Alexa-488­

and rhodamine- conjugated secondary antibodies, respectively. Representative cell images 

were co1lected by confocal microscopy as described in Experimental procedures section. The 

white scale bar represents 10 /lm. These results are representative of 3 distinct experiments. 
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Figure 4. SIP-dependent phosphorylation of MT1-MMP in fibrosarcoma and endothelial 

cells. HT-IOSO fibrosarcoma (A) or HUVEC endothelial (B) cells were serum-starved (1 % 

serum) for lS h. Cells were pre-treated for 2 h with 1 !l M PP2 or equivalent amount of 

vehicle (DMSO) and stimulated with 1 !lM SIP for the indicated periods oftime. Cells were 

harvested and immunoprecipitated with a monoclonal antibody raised against pTyr. 

Phosphorylated MTI-MMP was immunodetected with anti-pMT1-MMP(Y573) antibodies. 

ID, immuno-detection; NS, non specific; H, immunoglobulin heavy-chain. HUVECs were 

seeded on fibronectin-coated coverslips, serum-starved and stimulated (D and F) or not (C 

and E) with sphingosine-I-phosphate (SIP). NucJei were then stained with Hoechst, fixed 

and double stained with specific antibodies against phosphocaveolin-I (pCav-l) and pMT 1­

MMP(YS73) (C and D), or double stained with anti-pCav-1 and anti-MTI-MMP (ABSI5) (E 

and F), followed by Alexa-4SS- and rhodamine- conjugated secondary antibodies, 

respectively. Representative cell images were collected by confocal microscopy as described 

in Experimental procedures section. The white scale bar l-epresents la !lm. These results are 

representative of 3 distinct experiments. 

Figure 5. Mutation of cytoplasmic tyrosine 573 of MT1-MMP impairs tumor and endothelial 

cell migration. HT-I osa, HUVEC and BAEC were transfected with either pcDNA3.), WT or 

Y573F forms of MTl-MMP. 4S h post-transfection, cells were harvested, 5.104 cells were 

subjected to migration assays as described in the Experimental procedures section, using 

transwells precoated with la !lg/mL fibronectin and \ !lM SIP or \0% foetal bovine serum 

(FBS) as chemoattractants. Values (means ± SD) are expressed relatively to control cells 

(n=3 for HT-I osa, n=4 for HUVEC and BAEC). Statistical analyses were performed with 

ANOVA (* P<0.05, **P<O.01, ***p<O.OO 1). Remaining cells and conditioned media were 

used for the evaluation of transfection efficiencies (right panels). Briefly, MTI-MMP 

expression in transfected cel1s was monitored by western blotting of total membranes, and by 

MTI-MMP-dependent activation of MMP-2 (zymography). ID, immuno-detection; NS, non 

specific. 
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Figure 3. Generation of polyclonal phosphospecific antibodies against MT I-MMP
 

phosphorylated on tyrosine 573.
 

Nyalendo et al., 20rJ7. 1. Biol. Chem., vol. 282, p.15690-15699.
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4.2	 L'altération de la phosphorylation de la MTl-MMP sur son résidu tyrosine 

réduit la prolifération des cellules tumorales dans des matrices 

tridimensionnelles et bloque la croissance tumorale chez la souris. 

Résumé 

La protéolyse péricellulaire de la matrice extracellulaire par la métalloprotéase 

matricielle de type membranaire 1 (MTI-MMP) confère aux cellules tumorales la capacité de 

proliférer dans des matrices tridimensionnelles (3D) et soutient la croissance tumorale chez la 

souris. Dans cette étude, nous montrons que, en plus de son activité de dégradation de la 

matrice ex traceIl ulaire, la phosphorylation de la MT I-MMP sur son un ique résidu tyrosi ne 

situé dans sa séquence cytoplasmique (Tyr573) participe également à ces processus. Des 

cellules de fibrosarcome humain exprimant un mutant de la MTI-MMP. protéolytique ment 

actif mais non phosphorylable, montraient une réduction marquée du taux de prolifération 

lorsque cultivées dans des matrices de collagène 3D, cet effet antiprolifératif étant corrélé 

avec un arrêt du cycle cellulaire en phase GolGI, L'altération de la phosphol)'lation de la 

MTI-MMP sur sa tyrosine cytoplasmique inhibait également la croissance des cellules HT­

1080 indépendante de l'ancrage dans l'agar mou et aussi leur invasion des barrières de 

collagène, deux attlibuts des cellules tumorales, suggérant un vaste effet inhibiteur du mutant 

non phosphorylable de la MTI-MMP sur la tumorigenèse. En effet, alors que les cellules HT­

1080 formaient des tumeurs bien vascularisées contenant la MT I-MMP phosphorylée, la 

croissance tumorale était complètement abolie par l'expression du mutant non 

phosphorylable de la MTI-MMP. Ainsi, ces résultats indiquent qu'il existe une coopération 

étroite entre l'activité protéolytique de la MTI-MMP et la phosphorylation de son résidu 

tyrosine cytoplasmique pour la prolifération et l'invasion des cellules tumorales et suggèrent 

que cibler les voies de signalisation intracellulaire menant à la phosphorylation de la MTI­

MMP pourrait représenter une stratégie alternative inattendue pour l'inhibition de cette 

enzyme. 
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Abstract 

Pericellular proteolysis of the extracellular matrix by membrane-type 1 matrix 

metalloproteinase (MT l-MMP) confers tumor cells with the ability to proliferate within 

three-dimensional (3D) matrices and sustains tumor growth in mice. In this study. we show 

that in addition to its matrix-degrading activity, phosphorylation of MTI-MMP on its unique 

tyrosine residue located within its cytoplasmic sequence (Tyr573) may also participate to 

these processes. Fibrosarcoma cells expressing a proteolytically active but non 

phosphorylable mutant of MTI-MMP showed a markedly reduced proliferation rate when 

embedded within 3D type 1 collagen matrices, this antiproliferative effect being con-elated 

with arrest in the G<lG I phase of the cell cycle. Impaired tyrosine phosphorylation of MT 1­

MMP also inhibits anchorage-independent growth of HT-I 080 cells in soft agar as well as 

their invasion of collagen barriers, two prominent attributes of tumor cells, suggesting a 

broad inhibitory effect of the MTI-MMP mutant on tumorigenesis. Accordingly, whereas 

HT-1080 cells formed well vascularized tumors containing tyrosine phosphorylated MTI­

MMP, tumor growth was completely abolished by expression of the non phosphorylable 

MTI-MMP mutant. These findings thus indicate a close cooperation between the matrix­

degrading activity of MTI-MMP and tyrosine phosphorylation of its intracellular domain for 

tumor ceII invasion and proliferation and suggest that the targeting of the intracellular 

signaling pathways leading to tyrosine phosphorylation of MT I-MMP may represent an 

unexpected alternative strategy for the inhibition of this enzyme. 
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Introduction 

The degradation of eXh'acellular matrix (ECM) proteins by members of the matrix 

metalloproteinases (MMPs) plays a crucial role in several processes underlying tumor 

progression, including cell attachment, ceIJ migration, invasiveness, ce]] proliferation, 

apoptosis, and angiogenesis (Edwards et Murphy, 1998 ; Egeblad et Werb, 2002 ; Folgueras 

et al., 2004 ; van Hinsbergh, Engelse et Quax, 2006). Recent studies have provided 

convincing evidence that membrane-type 1 matrix metalloproteinase (MT l-MMP), a 

membrane-anchored MMP, plays essential roles in tumor cell migration and invasion by 

acting as a potent matrix-degrading protease that proteolyses a broad spectrum of ECM 

proteins (d'Ortho et al., 1997; Hiraoka et al., 1998; Pei et Weiss, 1996) as weil as a number 

of cell surface-associated adhesion receptors (Bellun et al., 2001 ; Kajita et al., 2001). MTI­

MMP is overexpressed in many types of tumors (Nakada et al., 1999 ; Zhai et al., 2005) and 

pericellular proteolysis of the dense cross-linked meshwork of type rcollagen fibrils mediated 

by the enzyme confers neoplastic cells with tissue-invasive activity (Sabeh et al., 2004) and 

sustains tumor cell growth in otherwise growth-restrictive three-dimensional (30) matrices 

(Hotary et al., 2003). 

In addition to its important matrix-degrading activity, MT l-MMP contains a short 

cytoplasmic sequence whose function remains largely unknown but seems important. Cells 

expressing cytoplasmic domain-deleted MTI-MMP mutants retain the ability to proteolyse 

the ECM but have a markedly reduced migratory potential (Gingl'as et al., 2001 ; Labrecque 

et al., 2004 ; Langlois, Gingras et Beliveau, 2004 ; Lehti et al., 2000 ; Uekita et al., 2001), 

suggesting a role of this domain in linking extracellular proteolysis to intracellular signaling 

events involved in celllocomotion. Actually, the cytoplasmic sequence of MT-MMP actively 

participates to the internalization of the enzyme (Uekita et al., 2001), to the activation of the 

ERK signaling pathway (D'Alessio et al., 2008 ; Gingras et al., 2001) as weil as to its 

interaction with tyrosine phosphorylated caveolin-l (Labrecque et al., 2004), and these 

events may ail contribute to efficient celllocomotion triggered by the enzyme. More recently, 

we reported that MT I-MMP is phosphorylated on its unique cytoplasmic tyrosine residue and 

that this event may also pat1icipate ta cell migration (Nyalendo et al., 2007), possibly by 
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inducing a relocalization of the enzyme at the leading edge of migrating cells (Gingras et al., 

2008). 

Although the mechanisms leading to the Src family kinase-dependent tyrosine 

phosphorylation of MT 1-MMP remain to be unveiled, we observed that expression of a 

dominant-negative, non phosphorylable MTI-MMP mutant inhibits phosphorylation of the 

enzyme and interfere with the migration of both tumor and endothelial cells (Nyalendo et al., 

2007). We report herein that impaired tyrosine phosphorylation of MTI-MMP also markedly 

reduces the tumorigenic properties of the highly invasive HT-1080 fibrosarcoma cell line by 

interfering with the proliferation of these cells within type 1 collagen three-dimensional 

matrices, leading to a complete inhibition of tumor growth in nude mice. 
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Materials and methods 

Generation of celllines 

The cDNAs encoding the full-Iength human MTI-MMP and its cytoplasmic domain 

mutant (Y573F) have been described (Nyalendo et al., 2007). Human fibrosarcoma cells HT­

1080 (grown in minimum essential medium (MEM) supplemented with 1 mM sodium 

pyruvate, 10% FBS and 4 mM glutamine) were transfected using the FuOENE 6 Transfection 

Reagent (Roche Diagnostics, Laval, QC, Canada) according to the manufacturer's 

instructions. Stably transfected cells were selected and maintained in 250 lJg/mL Zeocin 

(lnvitrogen, Burlington, ON, Canada). Control cells were stably transfected with the ernpty 

vector (pcDNA3.1) and were selected and maintained in 200 lJg/mL 0418. Stable clones 

expressing high levels of MTI-MMP mRNA and which exhibit high activity of MMP-2 

activation (compared to control cells) were used. The selected stable clones were assessed for 

two- and three- dimensional cell proliferation, flow cytometry and zymography assays. Data 

presented in this rnanuscript represent the results obtained from at least three independent 

clones. 

2D/3D culture and cell invasion 

Type 1 collagen was exh'act from rat tail and resuspended at 2.7 mg/ml in acetic 

acid. For 2D culture, stables clones were seeded on dishes plates coated with 100 lJg/mL type 

1 collagen. For 3D culture, stable clones were mixed with 10X MEM, 0.17N NaOH and 2.7 

mg/mL type 1collagen. The mixture was allowed to gel for 45 min at 3rC and culture media 

containing 10% FBS was added atop. For growth inhibition, 50 ng/mL of TIMP-112 

(Chemicon International, Temecula, CA, USA) and 50 IJM OM600 1 (Calbiochem, San 

Diego, CA, USA) were incorporated into both the collagen gel and the culture medium. 

Collagen gels were dissolved with 2 mg/ml bacterial collagenase (Sigma, Burlington, ON, 

Canada) and viable cells were counted by trypan blue exclusion using a hemacytometer. For 
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cell invasion assays, type l collagen (0.5 mg/mL) was allow to gel in the upper well of 24­

mm Transwells (Corning, Lowel, MA, USA). After gelling, 5xl05 cells in medium without 

serum were added atop of the collagen gel, and medium with serum (10% FBS) was added to 

the lower chamber. After 48 h, cells that had invaded the gel were quantified using computer­

assisted imaging NOlthern Eclipse 6.0. The data are expressed as the average density of 

migrated cells/4 fields. For cell invasion in dense collagen gels (2.2 mg/mL), the same 

procedure was applied except that cells were allowed to invade the matrix during 8 days. 

Collagen gels were then fixed with 10% formalin phosphate, paraffin-embedded and stained 

with hematoxylin, phloxin and saffron (HPS). 

RNA isolation and real-time quantitative Polymerase Chain Reactioll (qPCR) 

Stable clones were cultured within type l collagen matrix (2.2 mg/mL) for 5 days. 

Cells were extracted with collagenase and total RNA was isolated using QIAzol Lysis 

Reagent (Qiagen, Mississauga. ON, Canada). according to the manufacturer's instructions. 

Equal amounts (2 /Jg) of purified RNA were used to synthesize first strand cDNA with the 

High Capacity cDNA Reverse Transcription Kit (Applied Biosystems, Foster City, CA, 

USA). qPCR for gene quantification was performed from first strand cDNA using the iQlM 

SYBR@ Green Supermix (Bio-Rad, Mississauga, ON, Canada) and the following primers 

designed for the human MTI-MMP gene: fOl"Ward, 5'-GAGGGCTGCCTACCGACAAGAT­

3'; reverse, 5'-CCTICCCAGACTTTGATGTICTIGG-3'. ~-actin (primers from Qiagen) 

was used as internai control. DNA amplification was achieved on the iQ5 Real-Time PCR 

Detection System (Bio-Rad) in the following conditions: 1 cycle (l0 min at 95°C,) then 40 

cycles (10 sec at 95°C; 30 sec at 60°C and 30 sec at n°C) and finally 41 cycles of increasing 

the temperature 1°C every 10 sec stmting at 55°C. 
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lmmunofluoreseence and Confoeal Microseopy 

Stable clones were cultured within type 1 collagen matrix (2.2 mg/mL) during 5 days. 

Collagen gels were then fixed with 10% formalin phosphate, paraffin-embedded, cut in 3 Ilm­

thick sections and mounted into pretreated slides (Superfrost +). Paraffin was removed using 

toluene and the samples were rehydrated with ethanol. For antigen retrieval, the samples were 

incubated in citrate buffer for JO min at 95°C and cooled in the same buffer at room 

temperature for 20 min. After JO min of incubation with 20 flM Hoechst for nuclei staining, 

samples were permeabilized with 0.2% Triton X-I 00 for 10 min and blocked (1 % BSA in 

Tris Buffer Saline containing 0.1 % Tween 20) for 30 min. Samples were then incubated with 

tetramethylrhodamine B isothiocyanate-conjugated phalloidin (for actin staining) for 30 min, 

and stained with specific primary antibodies against phophoMTI-MMP (Nyalendo et al.. 

2007) or MTI-MMP (MAB3328, Chemicon International) for 30 min, followed by 30 min­

incubation with Alexa488-conjugated secondary antibodies (Molecular Probes - Invitrogen, 

Burlington, ON, Canada). Samples were covered with Immuno-Fluore Mounting Medium 

(MP Biomedicals. Solon, OH, USA). Immunostaining was visualized and photographed 

using a Zeiss LSM 510 Meta confocal microscope. 

Anchorage-independent growtlz assay 

Six-weil plates were covered with 1.5 ml of 0.5% agar (Sigma, Oakville, ON, 

Canada) in complete medium (MEM, 1 mM pyruvate, 10% FBS). 2x 104 cells were 

suspended in 6 ml of 0.35% agar in complete medium, and 1.5 mL of this mixture (5x 103 

cells) were added atop the 0.5% agar. Cells were allowed to form colonies for 15 days, at 

3rc. Colonies were stained overnight with 0.005% crystal violet. Microscopic colonies were 

visualized and counted using light microscope (objective 4X) while macroscopic colonies 

were visible to the naked eye. 
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Flow Cytometry Analysis ofMTl-MMP 

Cel\s were harvested with 0.5 mM EDTA1PBS and washed twice with binding buffer 

(BB) containing 0.1 % BSA in PBS. In expriments using cells grown in 3D collagen matrices, 

cells were first extracted from the gels using bacterial collagenase and then processed for 

analysis. 106 cells were incubated for 1 h at 4°C with 1 mL of 1 I-lg/mL MTI-MMP 

(MAB3328) antibody or a control mou se IgG (Sigma, Oakville, ON, Canada) in BB, washed 

twice with BB and incubated with anti-mouse FITC-conjugated antibody for 30 min at 4°C in 

the dark. After two washes, cells were resupended in 1 mL BB and analyzed using the FACS 

Calibur (BD Biosciences). 

Annexin V/Pl staining 

Cells were harvested with 0.5 mM EDTAlPBS, washed twice with PBS, double­

stained with mC-Annexin V and propidium iodine using the ApoAJedll Annexin V 

Apoptosis Kit (BD Biosciences- Oontech, Oakville, ON, Canada) according to the 

manufacturer's instructions, analyzed using the FACS Calibur. Double-staining of cel\s with 

FITC-Annexin V and PI permits the discrimination of living cells (FlTC-PI-), early apoptotic 

(FITC+PI-), laIe apoptotic (mC+PI+) or necrotic cells (FITC-PI+). 

Aneuploidy and Cel! Cycle Analysis 

Cells were trypsinized, washed twice with PBS containing 5mM EDTA and fixed 

(106 cells) in 75% ethanol overnight al -20°C. In experiments using cells grown in 3D 

collagen matrices, cens were first extracted t'rom the gels using bacterial collage nase prior to 

fixation in ethanol. Cens were then washed twice and stained with 50 flg/mL propidium 

iodide containing 20 l-lg/mL RNase A for 1 h at 37°C in the dark. Cell cycle and DNA 

content were then analyzed using FACS C:'llibur (BD Biosciences). 
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lmmunoprecipitation and Western Blotting 

The procedures have been described previously (Labrecque et al., 2004). Brietly, 

equal amounts of proteins were incubated overnight at 4°C in the presence of 1 )Jg/ml of 

MT1-MMP monoclonal antibody and the inunune complexes were collected by incubating 

the mixtures with protein G-coupled Sepharose beads. Bound material was solubilized in 

Laemmli sample buffer, boiled for 5 min, separated by SOS-PAGE and immunoblotted. 

Zymography 

20 )JL of conditioned media were resuspended in non-reducing sample buffer and 

subjected to SOS-PAGE, using polyacrylamide gels containing 1 mg/mL gelatin. Gels were 

then washed twice for 30 min in 2.5% Triton X-I 00 and rinced with nanopure water. Gels 

were incubated at 37°C in zymography buffer (50 mM Tris pH 7.6, 200 mM NaCI, 5 mM 

CaCh, 0.02% Brij 35) for 18 h and digested areas were visualized by coloration of the gels 

with Coomassie Blue. 

Measuremenr ofcollagenolytic activity 

Collagenolytic activity of HT-1080 transfectants grown in 3D collagen gels was 

determjned by the measure of hydroxyproline released in the culture media, as described 

(Creemers et al., 1997). 
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ln vivo fumor growfh 

6 week-old female immunodeficient nude rnice (CrI: CD-I@ _Foxnl"u
) were 

purchased frorn Charles River Laboratories (Wilmington, MA, USA). Experiments were 

performed according to the guidelines of the Canadian Council of Animal Care. 5x 106 viable 

cells (stably transfected clones) were resuspended in 100 /.IL of 1% rnethylcellulose in serum­

free MEM. Mice were anesthetized with Oiisoflurane inhalation and cells were implanted 

subcutaneously into the flank of mice. The tumor sile was rneasured every 3 days using a 

digital caliper. Turnor size was calculated as follow: rr/6 x length x widthz. AnimaIs were 

saclificed after 34 days. 

Histological Analysis and lmmullohisfochemisfry 

Tumor xenografts were fixed in 10% formalin phosphate and embedded in paraffin. 

For routine histological examination, 3 ~lIn-thick sections were stained with hematoxylin, 

phloxin and saffron (HPS). Immunohistochemistry was performed on paraffin-ernbedded 

sections using the biotin-streptavidin peroxidase LSAB kit in conjunction with an automated 

DAKO irnmunostainer (DakoCytomation, CA, USA). First, for antigen retrieval. 

deparaffinized and rehydrated sections were incubated in citrate buffer for 30 min, The 

sections were then mounted in the DAKO autostainer, covered with HzOzfor 5 min, followed 

by a 5 min application of Ultra V block (LabVision). The slides were then incubated at room 

temperature with anti-CD31 (PECAM-\, Santa Cruz Biothechnology, Santa Cruz, CA, USA), 

anti-MT I-MMP AB815 (Chemicon International) and anti-phosphoMT I-MMP or non­

specific mouse or rabbit IgG as negative conn'ols, followed by the addition of the labelled 

biotin-streptavidin reagents, according to the manufacturer' s instructions (LSAB+System 

HRP-Kit; DAKO). DAB (DAKO) was used as a chromogen. 
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Statistical analysis 

Ail statistical analysis were performed by one- or two-way analysis of variance 

(ANGVA) followed by the BonfelToni post-tests. Analyses were performed using GraphPad 

Prism program. P< 0.05 was considered statistically significant. 
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Results 

A non phosphorylable MT/-MMP mutant reduces tumar cell proliferation within 3D 

matrices. 

We generated stable clones of human fibrosarcoma cells (HT-1080) expressing either 

the wild type form of MTI-MMP (MTI WT) or a non phosphorylable version of the enzyme 

(MTI Y573F) (Figure lA). Using antibodies specifically recognizing the tyrosine 

phosphorylated form of MTI-MMP (Nyalendo et al., 2007), we observed that overexpression 

of the wild type form of MTI-MMP was COITelated with increased phosphorylation of the 

enzyme, particularly when cells were grown within (3D) type 1collagen gels (Fig. lA). By 

contrast, the tyrosine phosphorylation of MTI-MMP was reduced in cells expressing the non 

phosphorylable version of the enzyme, indicating that the mutant acts in a dominant-negative 

manner in these cells (Fig. lA, (Nyalendo et al., 2007». Due to elevated turnover of the 

enzyme (Lehti et al., 2002 ; Lehti et al., 1998), MTI-MMP was expressed at relatively low 

levels at the surface of both control and stably transfected cells grown atop (20) collagen 

(Fig. 1B); however this cell sUlface localization was significantly increased in cells 

overexpressing the wild type as weil as the non phosphorylable forms of MTI-MMP in cel1s 

grown within (3D) type 1 collagen gels (Fig. lB). Moreover, although MTI-MMP mRNA 

levels were similar in cells overexpressing either the wild type or the non-phosphorylable 

forms of the enzyme (Fig. 1C), MTI-MMP was expressed in a higher extent in cells 

expressing the non phosphorylable form (Y573F) of the enzyme (Fig. IA-B), possibly due to 

reduced internalization caused by the lack of LLy 573 cytoplasmic motif (Uekita et al., 2001). 

Interestingly, confocal images of HT-IOSO cells embedded in collagen gels showed that 

overexpression of wild type MTI-MMP increased tyrosine phosphorylation of the enzyme 

and spreading of the cells within the collagen gel, whereas cel1s expressing the non­

phosphorylable MTI-MMP mutant had markedly reduced levels of phosphorylated MTI­

MMP and showed a compact, spherical configuration (Fig. ID). 
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We next examined the impact of tyrosine phosphorylation on l\ffl-MMP-mediated 

tumor cell proliferation. Cel1s expressing either the empty vector (pcDNA), the wild type 

form of MT l-MMP or the non phosphorylable version of the enzyme showed similar 

proliferation rates on 2D col1agen, with an exponential growth phase occurring between day 

3 and 5 (Fig. 2A). By contrast, when cel1s were embedded within a 3D collagen matrix, basal 

(pcDNA) tumor cel1 proliferation was significantly reduced, as previously reported (Hotary er 

al.. 2003), but could be significantly increased by overexpression of wild type MTl-MMP 

(2.4-fold compared to conb'o\ cells at day 7). Interestingly, however, although alltransfected 

cells were viable (Fig. 2B), those ex pressing the non phosphOl)'lable form of MTl-MMP 

showed markedly reduced proliferative rates in the 3D col1agen gel, with 50 % and 80% 

inhibition of cell proliferation compared to pcDNA- and wild type l\ff\-MMP-transfected 

cells, respectively (Fig. 2A). Similar results were observed when cells were grown within a 

3D fibrin matrix (unpublished observations, C. Nyalendo). The inhibitory effect on cell 

proliferation by the non phosphorylable form of MTl-MMP suggests that impaired tyrosine 

phosphorylation of MT \-MMP reduces tumor cel1 proliferation in 3D collagen gels triggered 

by this enzy me. 

We next examined if the inhibition of tumor cell proliferation of cells expressing the 

non phosphorylable MT\-MMP mutant was related to alterations in the proteolytic activity of 

the enzyme. As expected, the growth of tumor cel1s within 3D col1agen matrix (but not on 

2D) was abolished by TIMP-2 (but not TIMP-l) as wel1 as by the synthetic MMP inhibitor 

GM6001, illustrating the crucial raIe of collagenolysis in this process (Fig. 2C; (Hotary er al., 

2003)). However, we observed that cel1s expressing either the wild type MT \-MMP or the 

Y573F mutant both activate proMMP-2 to its active form and had similar col1agenolytic 

activities, as retlected by the quantitation of hydroxyproline released from the collagen 

matrices (Fig. 20). In fact, since I-IT-\ 080 cells ex pressing the MT 1-MMP mutant have a 

much lower proliferation rate in 3D collagen matlices (see Fig. 2A), the amount of 

hydroxyproline released per cell was 8-fold higher for these cells than for those expressing 

wild type MTI-MMP (Fig. 20), further emphasizing that the inhibitory effect of the MT1­

MMP mutant on tumor cell proliferation is not related to defective proteolysis. 
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These results thus indjcate that MTI-MMP-mediated proteolysis is necessary to 

confer tumor cells with a proliferative advantage within a 3D collagen mattix but also raises 

the inttiguing possibility that the catalytic activity of the enzyme may not be sufficient for 

this process. 

lmpaired ryrosine pllOsphOly/arion ofMT/-MMP induces cell cycle a/rermions in rumar cells 

embedded wirhin 3D collagen ge/s. 

It was previously repot1ed that MTI-MMP-dependent cell proliferation within 3D 

collagen gels correlated with increased cyclin D3 kinase activity (Hotary er al., 2003), 

suggesting a functional coupling between proteolysis of the sUlTounding collagen matrix and 

cell cycle progression. As shown in Fig. 3A, when grown under planar conditions, cell cycle 

progression of the HT-\ 080 transfectants was similar, with almost half of the cells in 

quiescence (Go/G I ), and the other half in growth phases (S and G:lM). Although cells 

overexpressing the non phosphorylable mutant showed proliferation rates similar to those 

expressing the wild type version ofMT1-MMP (Fig. 2A), a small but significant increase of 

cells in Go/G I as well as a decrease in G2/M phases were routinely observed. These effects 

were however more pronounced in cells grown within 3D collagen gels, with most of the 

cells expressing wild type MTl-MMP in growth phases (S and GzlM), while expression of 

the MTl-MMP YS73F mutant markedly increased the proportion of quiescent cells (10% 

more cells in Go/G I), concomitant with a significant diminution of proliferative cells (G2/M) 

(Fig. 3A). Such an induction of cell growth arrest in 3D by non-phosphorylable MT I-MMP 

was correlated with diminution of cyclin D3 and cyclin-dependant kinase 4 (CDK4) levels 

(no significant changes were observable for cyclin DI). Furthermore, the non phosphorylable 

form of MTI-MMP induced a dramatic increase of the CDK4/6 inhibitor p16/NK4A (while 

p lS/NK4B levels were not modulated), being observable only when cells were grown in 3D 

collagen matrix (Fig. 3B). 
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Analysis of DNA content by tlow cytometry also indicated that overexpression of 

MT1-MMP leads to aneuploidy, as recentiy reported (Golubkov et al.. 2006), with 9.9% of 

the wild type MTI-MMP-expressing cells showing an aberrant DNA content (up to 8n), 

compared to only 5.8% for control cells (Fig. 3C). In addition to its inhibitory effect on cell 

cycle progression, impairment of tyrosine phosphorylation of MTI-MMP completely 

reversed this MTI-MMP-induced polyploidy in fibrosarcoma ceIl s, with only 5.1 % of the 

non phosphorylable MTI-MMP-expressing cells showing aberrant DNA content (Fig. 3C). 

These resu\ts thus suggest that the reduction of cell proliferation induced by the non 

phosphorylable MTI-MMP mutant may be related to an inhibitory effect of the mutant on 

cell cycle progression. 

Tyrosine phosphorylation of MTl-MMP is importmu for invasion of collagen barriers by 

fumor cells. 

We next investigated the involvement of tyrosine phosphorylation of MTl-MMP on 

tumor cell invasion of collagen barriers. When seeded atop type 1 collagen gel, the 

endogenous MTl-MMP levels of HT-1080 cells confers these cells with the ability to invade 

the collagen gels to a significant extent; however, overexpression of wild type MTI-MMP 

promoted a marked increase in these invasive properties and, as expected, this invasion 

program required the catalytic activity of the enzyme, as reflected by its sensitivity to TIMP­

2 and GM6001 (Fig. 4A). By contrast, the invasive potential of cells ex pressing the non 

phosphorylable MTI-MMP mutant was dramatically decreased, being 8-fold lower than ceIls 

expressing its wild type counterpat1 and 3-fold lower than control HT-IOSO ceIls. Similar 

results were also observed when cells were allowed to invade a more dense (2.2 mg/mL) 

collagen gel; histological analysis of cross-sections from these gels showed that invasion of 

the gel was significantiy increased by expression of wild type MTI-MMP whereas cells 

expressing the non phosphorylable MTI-MMP mutant mostly remained at the surface (red 

arrows, Fig. 4B). 
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Tyrosine phosp/zorylation of MTl-MMP is imponant for allcf1orage-illdepelldent growth of 

tUlnor ce/Is. 

We next monitored the effect of the non phosphorylable MTI-MMP on the 

anchorage-independent growth of HT- IOS0 cells. As shown in Figure 5, control HT-IOSO 

cells formed a significant number of colonies in soft agar but overexpression of wild type 

MTI-MMP had no effect on the total number of colonies, as reported (Li et al.. 2004), 

although it significantly increased the size and the number of large (macroscopic) colonies. 

Interestingly, expression of the non phosphorylable MT I-MMP mutant antagonized these 

anchorage-independent growth properties of fibrosarcoma cells, with a 3-fold reduction in the 

number of colonies formed in soft agar. Since the growth of HT-1 osa ceIls in soft agar does 

not require the proteolytic activity of MTI-MMP (Li et al., 2004), these results provide 

additional support for an important role of the phosphorylated form of the enzyme in cell 

proliferation, inde pendent of the intrinsic catalytic activity of the enzyme. 

Tyrosine phosp/zorylation-defective MTl-MMP abrogates the growtlz ofhuman ./ibrosarcoma 

xenografts. 

To examine the impact of impaired tyrosine phosphorylation of MT I-MMP on tumor 

growth in vivo, stably transfected HT-IOSO clones expressing wild type MTI-MMP, the non 

phosphorylable version of the enzyme or the empty vector were implanted in mice and tumor 

size was monitored 34 days post-implantation. As shown in Figure 6A, both pcDNA (5/8) 

and wild type MTI-MMP-expressing (717) fibrosarcoma cells induced the formation of 

tumors in nude mice, overexpression of MT l-MMP inducing a significant increase in the 

mean tumor size. Interestingly, fibrosarcoma cells expressing the non phosphorylable version 

of MTI-MMP failed to grow and form tumors (1/6 for clone a; 0/6 for clone b), even 3 

months post-implantation (unpublished observations, C. Nyalendo). 



102
 

Histological analysis of xenografts formed by the wild type MTI-MMP-expressing 

cells revealed a poorly differentiated malignant tumor fonned by a majority of spindle cel\s 

associated with round cells. The presence of nuclear atypical (black an'ows) as weil as mitotic 

figures (yellow arrows) indicates highly active cellular proliferation, characteristic of tumor 

cells (Fig. 68, HPS) while CD31 immunostaining of endothelial cells shows an elevated 

number of tumor-associated blood vessels (Fig. 68). MT1-MMP was expressed by the 

majority of the tumor cells but, interestingly, the distribution of the phosphorylated form of 

the enzyme appears to be much more restricted, being predominantly detected in cells located 

atthe proximity of blood vessels (Fig. 68). 

Although the absence of tumor growth in animaIs implanted with cells expressing the 

non phosphorylable MT I-MMP mutant precludes a detailed analysis of these tumor cells il! 

vivo. prelirninary experiments revealed that fibrosarcoma cells expressing either the wild type 

or the mutated version of MT-MMP induced the development of small lesions (microtumors) 

with similar volumes (about 40 0101
3
) 6 days after subcutaneous implantation. Lo\v 

magnification histological examination of paraffin sections From these early microtumors 

showed that these two types of xenografts formed a weil delimited lesion (Fig. 6C, HPS, 

upper panels) and seemed similar at first glance. However, at high magnificat ion, the les ions 

appeared highly different the microtumor formed by the wild type MTI-MMP-expressing 

cells was mainly formed by tumor cel1s (Fig. 6C, HPS, lower panel), and already contained 

blood vessels (Fig. 6C, CD31 immunostaining); by contrast, the lesions induced by cells 

expressing the non-phosphOl)'lable version of MTI-MMP lacked either tumor cel1s (Fig. 6C, 

HPS, lower panel) or blood vessels (Fig. 6C, CD31 immunostaining) and were predominantly 

composed of mouse immune cells and swol\en histiocytes. As expected, MT I-MMP was 

highly expressed in the microtumor derived From wild type MTI-MMP-expressing ce 11 s. 

whereas it was absent in that induced by cells expressing the mutant (Fig. 6C). Overallthese 

results indicate thattumor cells expressing the non phosphorylable form of MTI-MMP have 

lost the ability to grow in vivo, being rapidly eliminated by the innate immune cells of the 

animal, further suggesting an important function of tyrosine phosphorylated MTI-MMP in 

the tumorigenicity of fibrosarcoma cel1s. 
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Discussion 

Our resu1ts confirm previous findings showing that MT1-MMP is indeed a major 

collagenolytic enzyme that enables tumor cells to c1eave 3D balTiers of fibrillar collagen and 

make it permissive for proliferation and migration (Hotary et al., 2000 ; Hotary et al., 2003 ; 

Sabeh et al., 2004). Importantly. however, we observed that tumor cells expressing a MT1­

MMP point mutant lacking a single tyrosine phosphorylation site within its intracellular 

domain (Y573), showed markedly impaired invasion and proliferation activities within these 

3D type 1collagen gels, in spite of similar expression of the enzyme at the cell surface as weil 

as unaltered proteolytic activities towards proMMP-2 and fibrillar collagen. These 

observations thus raise the interesting possibility that the proteolytic activity of MTI-MMP, 

although essential for the degradation of collagen barriers, may not be sufficient per se to 

sustain the proliferation of tumor cel\s within a 3D environment and suggest that signaIs 

originating from the intracellular domain of the enzyme also participate to this process. 

While the importance of the cytoplasmic sequence of MT I-MMP for cel) migration and 

invasion has been repeatedly suggested in recent years (Itoh et Seiki, 2006), the molecular 

events underlying this requirement stiJl remain largely unknown. Src family kinase­

dependent phosphorylation of the unique tyrosine residue located within this sequence was 

recently suggested as an attractive means by which this regulatory function may be achieved, 

based on the relocalization of the tyrosine phosphorylated form of MTI-MMP at the leading 

edge of migrating cells (Gingt·as et al., 2007 ; Nyalendo et al., 2007) as weil as by the potent 

inhibitory effect of a dominant-negative, non phosphorylable MT I-MMP mutant on cell 

locomotion (Nyalendo et al., 2007). Results from the current work support such an important 

role of tyrosine phosphorylated MT1-MMP by showing that decreased tyrosine 

phosphorylation of the endogenolls enzyme mediated by expression of a non phosphorylable 

MT1-MMP mutant was correlated with a marked reduction of the invasiveness and 

proliferation of fibrosarcoma ceJls embedded in a type 1 fibrillar collagen network. This 

inhibitory effect was independent of the enzyme's proteolytic activity but cOlTelated with 

major alterations in the cell cycle of cells growing in the 3D environment. We observed that 
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the wild type version of MT I-MMP increases the activity of the cell cycle machinery, leading 

to enhanced proliferation and to an increase in the ahelTant ONA content of HT-l080 ceIl s, 

However, the expression of the non phosphorylable MTI-MMP mutant down-regulated 

cyclin 0 3 and COK4 levels, and increased considerably the levels of the cytostatic mediator 

p16lNK4A 
, resulting in cell cycle arrest in GclG I and to the reversai of polyploidy. This 

suggests that impaired tyrosine phosphorylation of MTl-MMP may counteract the cell cycle 

changes normally induced by the enzyme, such as increased cyclin 0 3 kinase activity (Hotary 

et al., 2003). 

Although the upstream mechanisms responsible for the inhibitory effect of the non 

phosphorylable MTI-MMP mutant on tumor cell proliferation remain to he more 

investigated, it is tempting to speculate that the fotlllation of molecular complexes containing 

tyrosine phosphorylated MTI-MMP and key signaling intermediates, such as tyrosine 

phosphorylated caveolin-I (Nyalendo et al., 2007) or pl30Cas (Gingt'as et al., 2007), may 

participate to the regulation of key cell cycle checkpoints and confer a growth advantage to 

tumor cells embedded within 3D collagen gels. In this respect, it is noteworthy that at least 

one of the currently identified proteins that interact with tyrosine phosphorylated MT1-MMP, 

p130Cas, acts as a positive regulator of both proliferation and survival in normal and 

transformed mammary epithelial ce1ls by activating signaling pathways leading to cell cycle 

progression (Cabodi et al., 2006). Such an intelference of the MTI-MMP mutant with 

signaling pathways leading to cell cycle progression would also explain the inhibitory effect 

of the mutant on anchorage-independent growth of HT-I 080 ce1ls in soft agar, a prominent 

feature of tumorigenic cells that is independent of proteolysis (Li et al., 2004) but rather 

reflects major alterations in cell cycle machinery and in the organization of the cell's 

cytoskeleton (Pawlak et Helfman, 2001). In addition, since aneuploidy is the outcome of 

deregulation of the cell cycle progression through alteration of the mitotic checkpoint (Kops, 

Weaver et Cleveland, 2005) and that MT1-MMP has been shown to confer aneuploidy and 

tumorigenicity to nonmalignant epithelial cells by the MT I-MMP-mediated proteolytic 

degt'adation of pericentrin (Golubkov et al., 2(06), it is possible that the reversai of 

polyploidy rnediated by the MTI-MMP mutant observed in the current study may be related 

to an inhibitory effect on these processes. Although these mechanisms remain to he identified 
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at the molecular level, these results nevertheless suggest that tyrosine phosphorylation of the 

intracellular domain of MTI-MMP may play an instrumental role in the tumorigenic 

properties of cancer cells. 

In this respect, we observed that an important consequence of the inhibitory effect of 

the phosphorylation defective MT1-MMP mutant on !Umor cell proliferation and invasion is 

ils ability to prevent tumor growth in nude mice. HT-1080 formed weil defined tumors 

containing numerous blood vessels and rapidly proliferating cells, as reported previously 

(Nonaka et al., 2005). Although ail tumor cells express MTI-MMP, we observed lhat the 

tyrosine phosphorylated form of the enzyme was restricted to a subset of tumor cells located 

at the vicinity of tumor-associated vesse\s. Since tumor cells at proximity of these blood 

vessels are exposed to higher oxygen concentrations and divide more rapidly (Hoogsteen et 

af., 2005 ; Pavelic, Allen el Mihich, 198\), the preferential tyrosine phosphorylation of MT 1­

MMP in these proliferating cells support a potential important role of the phosphorylaled 

protein in tumor cell proliferation and strengthen the hypothesis that the dominant-negative 

effect of the MTI-MMP mutant against tyrosine phosphorylation of endogenous MTl-MMP 

observed in vitro is responsible for the antitumor activity of the mutant in vivo. 

Our resu1ts stand in contrast to previous studies showing that in otherwise invasion­

incompetent ceIls, overexpression of a MTI-MMP mutant lacking the entire cytoplasmic 

sequence confers these cells with the ability to proliferate within collagen gels and to invade 

ECM barriers similar to that induced by the wild type enzyme (Hotary et af., 2000 ; Hotary et 

af., 2006; Hotary et af., 2003). Although this discrepancy remains to be solved, we posit that 

the dominant-negative MTl-MMP mutant impairs tyrosine phosphorylation of the 

endogenous MTl-MMP pool, inducing competition for the activation of the cell autonomous 

invasion program. This competition would lead to reduced cell cycle progression and 

proliferation, notwithstanding adequate proteolysis of the sun'ounding 3D matrix. By 

contrast, in cells expressing the cytop\asmic domain-deleted mutant, pericellular proteolysis 

induced by the enzyme releases the growth constraints induced by the 3D environment, 

without any interference with the intrinsic cell invasion program, and would thus be 
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sufficient to confer cells with in a 3D growth advantage and to sustain tumor progression 

(Hotary et al., 2003). However, an essential mIe of the intracellular domain of MT I-MMP 

for the growth of poorly invasive MCF-7 cells in vivo was recently reported (D'Alessio et al., 

2008), suggesting that a requirement for this domain may also depend on the intrinsic 

invasion program of the recipient cells. 

During tumor progression, cancer cells must traverse and grow within an extremely 

dense three-dimensional barrier composed of ECM pmteins (Even-Ram et Yamada, 2005 ; 

Hanahan et Weinberg, 2000). Recently, MTI-MMP-mediated pericellular proteolysis of the 

ECM has emerged as an essential mechanism by which tumor cells circumvent the 

mechanical coercion imposed by these three-dimensional ban'iers and acquire the ability to 

invade and proliferate within this growth-restrictive environment (Hotary et al., 2003). The 

results presented in the current paper suggest that this proteolytic event must also be tightly 

coupled to intracellular signaling events in order to sustain proliferation of tumor cells in 3D 

matrices, of which tyrosine phosphorylation of MT \-MMP may play a prominent role. 

Identification of proteins that specifically interact with tyrosine phosphorylated MT I-MMP, 

which is currently undelway, should provide important information on the intracellular 

signaling pathways responsible for the coupling of MTI-MMP-mediated pericellular 

proteolysis to tumor œil proliferation. 
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Legends to figures 

Figure 1. Impairment of MTI-MMP tyrosine phosphOlylation alters cell morphology of HT­

1080 fibrosarcoma cells. HT-1080 cells were stably transfected with wild type MTI-MMP 

(MTl WT), its non-phosphorylable version (MTl Y573F), or with the empty vector 

(pcDNA). For 2D growth, stable transfectants were seeded atop of a collagen film, and for 

3D growth, cells were embedded within collagen gels (3D). (A) Total cellular content of 

MTI-MMP and phosphoMTI-MMP was assessed by Western Blot; IF: immunoprecipitation, 

ID: immunodetection, H: immunoglobulin heavy chain. (B) MTl-MMP cell surface 

expression was monitored by flow cytometry. Black areas represent the control isotype (IgG), 

grey lines represent MTI-MMP. (C) Stable transfectants were grown in 3D collagen matrix 

during 5 days. Cells were harvested for mRNA isolation and equal amount were used to 

prepare cDNA, which was used to assess MTl-MMP gene expression by qPCR. MTI-MMP 

mRNA expression was normalized with p-actin expression as internaI control. (D) Stable 

transfectants were grown in 3D collagen matrix during 5 days and confocal images were 

obtained from paraffin-embedded sections, as described in the Material and Methods section. 

The white scale bar represents 50 )lm. 

Figure 2. Inhibition of tumor cell proliferation in 3D collagen matrices by a non­

phosphorylable MTl-MMP mutant. HT-lû8û ce]]s were stably transfected with wild type 

MTl-MMP (MTl WT), its non-phosphorylable version (MT] Y573F), or with the empty 

vector (pcDNA). For 2D growth, stable transfectants were seeded (5x 105 cells) atop of a 

collagen film, and for 3D growth, 15x l 03 cells were embedded within collagen gels (3D). (A) 

Time-dependent cell proliferation of HT-] 080 transfectants in 2D and 3D collagen matrices. 

Cells were allowed to grow on 2D or within 3D collagen matrices during the indicated 

periods of time. (B) Cells were double-stained with annexin V/propidium iodine for 

viability/apoptosis analysis. (C) MT I-MMP-dependent 3D growth was determined by the use 

ofTIMP-l (broad MMP inhibitor, except MTl-MMP), TIMP-2 and GM60Ûl (broadly active 

MMP inhibitor). Cells were allowed to grow on 2D/3D collagen matrix during 5 days. (D) 

Determination of MT1-MMP catalytic activity. Conditioned media were analyzed for MTl­

MMP-dependent activation of MMP-2 by zymography and hydroxyproline (collagen 
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degradation product) content. n.d.: not detected. Data are means ± SD, **P<O.OI, 

***P<O.OOI. 

Figure 3. Cell cycle analysis of HT-1080 cells expressing wild type MTI-MMP or Y573F 

mutant in 20 and 3D collagen matrices. HT-1080 cells stably transfected with wild type 

MTI-MMP (MIï WT), its non-phosphorylable form (MTl (Y573F)) or with the empty 

vector (pcDNA) were allowed to grow atop of collagen film (20) or within collagen gel (30) 

during 5 days. Cells were then extracted from 20 and 3D collagen matrices. (A) Cells were 

analysed for cell cycle by flow cytometl)'. (B) Total cellular content of cell cycle markers 

was assessed by Western Blot. (C) Aneuploidy was determined by analysis of DNA content. 

Data are means ± SD, *P<0.05; **P<O.OI; ***P<O.OOI, ns: P>0.05, non significant. 

Figure 4: Inhibition of tumor cell invasion of collagen gels by a non-phosphorylable MTI­

MMP. HT-I080 cells were stably transfected with wild type MTI-MMP (MTI WT), its non­

phosphorylable version (MT 1 Y573F), or with the empty vector (pcDNA). (A) 5x 104 cells 

seeded in Transwells were allowed to a invade collagen gel (0.5mg/mL) during 48 h. (B) 

2x 104 cells were allowed to invade dense collagen gel (2.2 mg/mL) during 8 days. Cross­

sections of gels were stained with hematoxylin, phloxin and saffron (HPS). Blue dotted lines 

are the top of the collagen gels. Data are means ± SD, **p<o.o 1; ***P<O.OO 1, ns: P>0.05. 

not significant. Scale bar represents 100 Ilm. 

Figure 5: Inhibition of anchorage-independent growth by a non phosphorylable MTI-MMP 

MTI-MMP. HT-1080 cells were stably transfected with wild type MTI-MMP (MTI WT), its 

non-phosphorylable version (MTI Y573F), or with the empty vector (pcDNA). Cells were 

allowed to grow in 0.35% soft agar during 15 days. Macroscopic colonies (visible to the 

naked eye) and microscopie colonies were counted. 

Figure 6. Inhibition of tumor growth by the non-phosphorylable MT1-MMP mutant. 5xl06 

HT-1080 cells stably transfected with wild type MT I-MMP (MT 1 WT), its non­

phosphorylable version (MTl Y573F), or with the empty vector (pcDNA) were implanted 
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subeutaneous in athymie nude mice. (A) Xenografts sile after 34 days. n=8 for pcDNA, n=7 

for wild type MT1-MMP (MTI WT), n=6 for eaeh clone of Y573F MT1-MMP (MTI 

(Y573)a and MTI (Y573)b). (B) Histologieal analysis and immunostaining of paraffin­

embedded wild type MTI-MMP- derived xenografts 34 days post-implantation. (C) 

Histologieal analysis and immunostaining of paraffin-embedded lesions derived from wild 

type MTI-MMP- or the Y573F mutant- ex pressing fibrosareoma eells 6 days post­

implantation. *P<0.05; **P<O.Ol. Blaek seale bar represents 50 ).lm; yellow seale bar 

represents 1 mm. 
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Figure 1. Impairment of MT I-MMP tyrosine phosphorylation alters cell morphology of HT­

1080 fibrosarcoma cells. Nyalendo et al., 2008. Carcinogenesis. Vol. 29, p. 1655-1664. 
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Figure 2. Inhibition of tumor cell proliferation in 3D collagen matrices by a non 

phosphorylable MTI-MMP mutant 

Nyalendo et al., 2008. Carcinogenesis. Vol. 29, p. 1655-1664. 
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Figure 3. Ce]] cycle analysis of HT-lü8ü cells expressing wild-type MTI-MMP or Y573F
 

mutant in 2D and 3D collagen matrices.
 

Nyalendo et al., 2008. Carcinogeflesis. Vol. 29, p. 1655-1664.
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4.3	 Identification de la MTI-MMP phosphorylée en association avec la progression 

du neuroblastome. 

Résumé 

Le neuroblastome est une tumeur pédiatrique des cellules de la crête neurale qui est 

caractélisée cliniquement par son évolution variable, allant de la régression spontanée à la 

malignité. La métallo protéase matricielle de type rnembranaire 1 (MTI-MMP), une enzyme 

impliquée dans plusieurs processus de la progression tumorale, a été associée dans des études 

précédantes à un mauvais pronostic chez les patients atteints de neuroblastome. En se basant 

sur notre récente démonstration que la phosphorylation de la MT I-MMP est impliquée dans 

la croissance tumorale du fibrosarcome, nous avons exploré dans la présente étude le rôle de 

la MTI-MMP phosphorylée dans la progression du neuroblastome. Pour ce faire, la MTI­

MMP phosphorylée a été immunomarquée sur des échantillons de tissue microarray 

provenant de 55 patients atteints de neuroblastome détecté par dépistage de masse, et de 234 

patients atteints de neuroblastome détecté de tàçon standard. De plus, l'effet d'une version 

non phosphorylable de la MTI-MMP sur la migration et la prolifération des cellules de 

neuroblastomes dans des matrices tridimensionelles de collagène a été examiné. Nous 

montrons dans cette étude que la MTI-MMP phosphorylée est préférentiellement exprimée 

dans les neuroblastomes standard, alors qu'elle est faiblement exprimée dans les 

neuroblastomes provenant de dépistage de masse (P = 0.0006), et dans les échantillons de 

neuroblastomes provenant de patients âgés de moins de un an (P = 0.0002). De plus, nous 

avons observé que l'altération de la phosphorylation de la MT l-MMP réduisait la migration 

et la prolifération des cellules de neuroblastomes dans des matrices tridimensionelles de 

collagène. Ainsi, la phosphorylation de la MTI-MMP sur sa tyrosine intracellulaire semble 

être importante pour la progression du neuroblastome et son expression est associée à un 

mauvais pronostic pour les patients atteints de neuroblastome. 
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Abstract 

Background 

Neuroblastoma is a pediatric tumor of neural crest cells that is clinically characterized by its 

variable evolution, fram spontaneous regression to malignancy. Despite many advances in 

neuroblastoma research, 60% of neuroblastoma, which are essentially metastatic cases, are 

associated with poor clinical outcome due to the lack of effectiveness of current therapeutic 

strategies. Membrane-type 1 matrix metalloproteinase (MT I-MMP, MMP-14), an enzyme 

involved in several processes of nllnor progression, has previously heen shown to he 

associated with poor clinical outcome of neuroblastoma. Based on our recent demonstration 

that MTl-MMP phosphorylation is involved in the growth of fibrosarcoma tumors, we 

examined the potential role of phosphorylated MT I-MMP in neuroblastoma progression. 

Methods 

Tyrosine phosphorylated MTI-MMP was immunostained on tissue microarray samples from 

55 patients with neuroblastoma detected by mass screening (known to he predominantly 

associated with favourable outcome), and 234 patients with standard diagnosed 

neuroblastoma. In a second time the effect of a non phosphorylable version of MT I-MMP 

was investigated in neuroblastoma cell migration and proliferation within three-dimensional 

collagen matrix. 

Results 

Although there is no correlation between tyrosine phosphorylated MTI-MMP (pMTl-MMP) 

and MYCN amplification or clinical stage, we observed that pMTI-MMP is preferentially 

expressed in standard neuroblastoma, while it is poorly expressed in neuroblastoma from 

mass screening samples (P = 0.0006), and in neuroblastoma samples fram patients younger 

than one year (P = 0.0002). In vitro experiments showed that overexpression of a non 

phosphorylable version of MTI-MMP reduces MTI-MMP-mediated neuroblastoma cell 

migration and proliferation within a three-dimensional type l colJagen matrix, suggesting a 

raIe of the phosphorylated enzyme in the invasive properties of neuroblastoma cells. 
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Conclusions 

Overall, these results suggest that tyrosine phosphorylated MTI-MMP may play an important 

role in neuroblastoma progression and that its expression is preferentially observed in tumor 

specimens from neuroblastoma patients showing poor clinical outcome. 
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Background 

Neuroblastoma (NB) is the most common extracranial solid cancer in childhood. 

accounting for 15% of ail cancer-related fatalities in children (Oumey et al., 1995). NB is a 

neuroendocrine malignant tumor of the autonomie nervous system that arise from neural crest 

cells (Schwab et al., 2003). NB shows heterogeneous pathological characteristics due to its 

variable sites of origin, diverse histopathologic appearance and biologie characteristics. This 

malignant tumor exhibits a broad spectrum of ciinicaJ features, incJuding spontaneous 

regression without any treatment, maturation to a benign ganglioneuroma, or progression to 

metastasis leading to death. Numerous factors, such as patient' sage at diagnostic, stage of 

disease, tumor histopathology and genetic abnormalities have ail been shown to influence NB 

progression (Maris, 2005). Among them, the metastatic status (Stage 4) is a very strong 

prognosis factor of poor outcome. Survival of children older than one year with an advanced 

stage of NB is poor despite aggressive treatment, as opposed to the survival of children 

younger than one year (Robison et al., 2005). NB secretes catecholamine metabolites that are 

excreted in urine, offering a non-invasive diagnostic technique. This observation has led to 

consider screening for NB in infants using specifie catecholamine markers. Large studies 

showed that mass screening does not appear to reduce neither the disease-related mOl1ality 

nor the yearly numbers of aggressive NB (Barrette et al., 2007 ; Schilling et al., 2002 ; 

Woods et al., 2002). Moreover, patients with mass screening NB died very rarely from tumor 

progression (Barrette et al., 2006). Although the mechanisms underlying NB progression 

have been under intense investigation, therapeutics advances have failed to significantly 

increase the survival rates of children with aggressive NB. 

Matrix metalloproteinases (MMPs), a family of zinc-dependent endopeptidases that 

degrade extracellular matrix (ECM) components, play crucial roles in several processes 

underlying tumor progression, including cell attachment, cell migration, invasiveness, cell 

proliferation, apoptosis, and angiogenesis (Edwards et Murphy, 1998 ; Egeblad et Werb, 
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2002; Foigueras et al., 2004; van Hinsbergh, Engelse et Quax, 2006). There are 23 different 

human Ml'v1Ps described to date, some of these enzymes being secreted in the pericellular 

environment while others are associated with the cell membrane. Membrane-type 1 matrix 

metalloproteinase (MT I-MMP, MMP-14), the most characterized membrane-anchored 

MI\1P, plays essential roles in tumar cell migration and invasion by acting as a potent matrix­

degt'ading protease that proteolyses a broad spectrum of ECM proteins (d'Ortho et al., 1997 ; 

Hiraoka et al., 1998 ; Pei et Weiss, 1996) as weil as a number of cell sUlface-associated 

adhesion receptors (Belkin et al., 200 J ; Kajita et al., 2001). In particular, elegant studies 

have unequivocally shown that MTl-MMP-mediated pericellular proteolysis of the ECM is 

essential for tissue-invasive activity of tumor cells (Sabeh et al., 2004) as weil as for tumor 

cell growth in otherwise growth-restrictive three-dimensional (3-D) environment (Hotary et 

al., 2003). Accordingly, MTI-MMP is overexpressed in many types of tumors, including 

breast, colon, head and neck (Okada et al., 1995), celvical (Zhai et al., 2005), gastric 

(Nomura et al., 1995) and lung (Tokuraku et al., 1995) carcinomas, as weil as in brain tumors 

(Nakada et al., 1999). Moreover, the enzyme expression has been shown to COlTelate with 

unfavourable outcome in pediatric NB patients (Sakakibara et al., 1999). 

In addition to its important matrix-degrading activity, MTI-MMP contains a short 

cytoplasmic sequence tha! is involved in the regulation of the enzyme activity (Uekita et al., 

2001) as weil as to the activation of signal transduction processes (D'Alessio et al., 2008 ; 

Gingras et al., 2001). Previous work of our laboratory have also shown thal MTI-MMP is 

phosphorylated on its unique cyloplasmic tyrosine residue and that this event also participates 

to tumor cell migration and invasion (Gingras et al., 2008 ; Nyalendo et al., 2007). In this 

respect, we reported that impaired tyrosine phosphorylation of MTI-MMP markedly reduces 

the tumorigenic propelties of the highly invasive HT-1080 fibrosarcoma, leading to a 

complete inhibition of tumor growth in nude mice (Nyalendo et al., 2008). 
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The aim of this study was to investigate the raIe of tyrosine phosphorylated MTI­

MMP (pMTI-MMP) in NB progression and its relation to elinieal outeome. We report herein 

that tyrosine phosphorylation of the enzyme plays an important role in NB cell migration and 

proliferation within 3D eollagen matrix in vitro. Furthermore, expression of pMTI-MMP 

eon-elates with some c1inieal features, patient's age at diagnosis and mass sereening versus 

standard NB, assoeiated with poor prognostie in NB pediatrie patients. 
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Patients and Methods 

Patients 

Ali tumor samples used in this study were obtained at diagnosis. Tumor sampies 

from mass screening NB from 55 patients were collected in two different countries: 35 came 

from Québec (Canada) and 20 from Otsu (Japan, (Hase et al., 2002» (Table 1). Tumors were 

diagnosed between August 1989 and April 2002 with a median follow-up of 170 months. 

Among these 55 patients, there were 26 girls and 29 boys with a median age of 7 months. 

Three patients were older than one year at diagnosis and one tumor had MYCN 

amplification. According to the International Neuroblastoma Staging System classification 

(Brodeur et al., 1988), there were 16 patients in stage 1, 15 in stage 2, 9 in stage 3, 6 in stage 

4 and 9 in stage 4S. One patient died from NB. Tumors samples from standard NB came 

from 234 patients with NB treated and followed in four centers: Bicêtre hospital (Le 

Kremlin-Bicêtre, France), Gustave Roussy Institute (Villejuif, France) and the American 

Hospital (Reims, France) and CHU Sainte-Justine (Montréal, Canada). These patients were 

diagnosed between July 1988 and March 2008, with a median follow-up of 58.5 months. 167 

patients were still alive at the last follow-up. There were 114 boys and 120 girls, with a 

median age of 25 months. Seventy three patients were under one year of age and 40 were 

older than 5 at the time of diagnosis (Table 1). There were 52 patients in stage 1, 32 in stage 

2,35 in stage 3, 97 in stage 4 and 18 in stage 4S. The global survival at the end of the follow­

up was 91.7% in patients under one year, 65.2% in patient of one to five years and 52.5% in 

those of more than five years. Stage related global survival (according to Kaplan-Meier 

method) was 94.2% in stage 1, 100% in stage 2, 85.7% in stage 3, 42.2% in stage 4 and 

83.3% in stage 45 (Table 1). 
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Tissue Microarray (TMA) construction 

On average, 4 tissue cylinders with a 0.6 mm diameter were obtained and transferred 

into a recipient paraffin block using a manual tissue all'ayer (Alphelys, Plaisir, France). Mass 

screening NB samples consisted of 55 primary tumors and 21 metastases (15 Iymph nodes 

and 6 hepatic metastases). TMA blocks of standard NB contained 234 pri mary tumors and 78 

metastases (68 Iymph nodes, 8 hepatic and 2 cutaneous metastases) and 56 paired control 

normal tissues (40 adrenal glands and 16 sympathetic gangl ia). 

Immunohistochemistry 

Five-Ilm sections of TMA blocks were cut and deparaffinized, treated with 1% H20 2, 

and submitted to antigen retrieval by microwave oven treatment for 15 min in citrate buffer. 

Immunohistochemical staining was performed on these sections using pMTI-MMP 

polyclonal antibodies (1/1 00, 1 hour at room temperature (Nyalendo et al., 2008 ; Nyalendo 

et al., 2007)). Samples were then incubated with biotinylated immunoglobulin (LSAB II, 

DAKO, Glostrup, Denmark) at room temperature for 30 min followed by avidin-biotin 

peroxidase complexes for 30 min. Rabbit IgG was used as a negative control. Three-amino-9­

ethylcarbazol was used as the chromogen and haematoxylin as the nuclear counterstain. TMA 

sections were treated in one set of immunostaining. Two pathologists blinded from c1inical 

data independently evaluated immunostaining under a light microscope at a magnification of 

400X. Immunostaining scores were established by a semi-quantitative optical analysis of 

samples containing more than 10 neuroblasts assessing the percent age of positive cells in 

each sample: 0 = all cells negative, 1+ = 1 to 25% of positive ce11 s, 2+ = 26 to 50% of 

positive cells, 3+ = 51 to 75% of positive cells and 4+ more than 76% of positive cells. Inter­

observer agreement was calculated by the kappa coefficient. The observed agreement 

between the two pathologists was Kappa =0.61,95% CI =[0.58-0.64], P<O.OOO 1. 
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Statistical analysis 

The univariate relationship between immunohistochemical expression of pMT 1­

MMP and biological and clinical data (standard and mass screening NB, control sampI es, 

primaI)' tumors, metastasis, stage ) and stage 4 and patient under one year, MYCN 

amplification) was investigated by t-student tests. The Kaplan-Meier analysis was used to 

estimate cancer-specifie survival, and the groups were compared with the log-rank test. All 

analyses were performed with Graphpad Prism software. P< 0.05 was considered statistically 

significant. 

Celllines and tran~feetion 

NB-IO cells were from St Jude Children' s Research Hospital (Memphis, TN, USA) 

and were a gift from Dr. Daniel Sinnett (CHU Sainte-Justine, Montreal). SK-N-SH cells were 

obtained from the American Type Culture Collection. Cells were cultured at 37°C in a 

humidified atmosphere composed of 95% air and 5% COz and were grown in Eagle's 

minimum essential medium (EMEM) supplemented with 1 mM sodium pyruvate and 10% 

fetal bovine serum (FBS). The cDNAs encoding the full-length human MTI-MMP (MT) 

WT) and its cytoplasmic mutant (MT) Y573F) have been previously described (Nyalendo et 

al., 2007). NB-10 and SK-N-SH neuroblastoma ceJls were transiently transfected using the 

FuGENE HD transfection reagent (Roche Applied Science) according to the manufacturer's 

instructions. 
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Western Blotting 

The procedures have been described previously (Labrecque et al., 2004). Brietly, 

eqllal amollnts of proteins from cell lysates were solubilized in Laemmli sample buffer, 

boiled for 5 min, separated by SDS-PAGE, transferred onto PYDF membranes and 

immunodetected with antibodies against MTl-MMP (MAB3328, Chemicon International) or 

GAPDH (Santa Cruz Biothechnology, CA, USA). For phosphorylated MTI-MMP 

assessment, cell Iysates were immunoprecipitated with MTI-MMP antibodies (MAB3328) 

prior western blot procedure and immunodetection with pMT [-MMP polyclonal antibodies 

(Nyalendo et al., 2007). 

Cel! Migration Assay 

Migration assays were performed on transwells pre-coated with 10 llg/m1 type 1 

collagen. Transwells were assembled in 24-well plates, and the lower chambers were filled 

with EMEM containing 10% FBS. Transfected cells were harvested, resuspended in 100 III of 

fresh serum-free EMEM at a density of 5x 105 cells/ml, and inoclliated into the upper chamber 

of each transwell. The plates were then placed at 37 oC in 5% C02, 95% air for 3 h, and cells 

that had migrated were qllantified llsing computer-assisted imaging (Northern Eclipse 6.0; 

Empix Imaging, Mississauga, ON, Canada). Statistical analyses were pelformed by one-way 

analysis of variance (ANOYA) followed by the BonfelToni post-tests llSing the GraphPad 

Prism software. P< 0.05 was considered statistically significant. 

3D cell proliferation 

Type 1 collagen was extracted from rat tail and resuspended at 2.7 mg/ml in acetic 

acid. Cells were mixed with 10X EMEM, 0.17N NaOH and 2.7 mg/ml type 1 coll age n. The 
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mixture was allowed to gel for 45 min at 3rC and EMEM containing 10% FBS was added 

atop. Collagen gels were dissolved with 2 mg/ml bacterial collagenase (Sigma, Burlington, 

ON, Canada) and viable cells were counted by trypan blue exclusion using a hemacytometer. 

Statistical analyses were performed by one-way ANOVA followed by the Bonferroni post­

tests using GraphPad Plism program. P< 0.05 was considered statistically significant. 

Fluorescence and Confocal Microscopy 

NB-IO cells were seeded on 10 Ilg/ml type 1 collagen-coated cover-slips, serum­

starved overnight and stimulated with serum for 15 min. Cells were then fixed with 3.7% 

formaldehyde for 15 min, incubated for 5 min with 20 flM Hoechst (Sigma) for nuelei 

staining, permeabilized with 0.2% Triton X-IOO for 5 min and blocked (1 % BSA in Tris 

Buffer Saline containing 0.1 % Tween 20) for 30 min. Samples were then incubated with 

FITC-conjugated phalloidin (for actin staining) for 30 min, and stained with specifie primaI")' 

antibodies against pMTI-Mrv1P (Nyalendo et al., 2007) for 30 min, followed by a 30 min­

incubation with rhodamine-conjugated secondaI")' antibodies (Molecular Probes - Invitrogen, 

Burlington, ON, Canada). Samples were covered with Immuno-Fluore Mounting Medium 

(MP Biomedicals, Solon, OH, USA). Fluorescence was visualized and photographed using a 

Zeiss LSM 5 JO Meta confocal microscope. 
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Results and Discussion 

Expression ofphosphorylated MTl-MMP in NB specimens 

NB is characterized by its variable evolution that can be separated in two major 

groups. Tumors in the first group are relatively benign, localized, well-differentiated and are 

successfully treated by surgery alone or sometimes regress spontaneously. Tumors in the 

second group (60 % of ail NB) are invasive and metastatic, and are usually associated with 

pOOl" clinical outcome in spite of intensive treatment (Ribatti et al., 2002). Tumors detected 

by mass screening are part of the first group and are associated with good clinical outcome. 

Notwithstanding many advances in the identification of the molecular factors associated with 

the poor clinical income of NB, including amplified expression of MYCN oncogene, deletion 

of Ip or Ilq (Ishola et Chung, 2007), lack of CD44 expression (Ara et DeClerck, 2006) as 

weil as expression of neurotrophin receptors (Schwab et al., 2003), the molecular 

mechanisms responsible for the progression/regression evolution of NB are poorly 

understood. 

Since previous study showed a correlation between MTI-MMP expression and 

advanced stage of NB and patients sUivival (Sakakibara et al., 1999), we examined in this 

study whether expression of pMTI-MMP was implicated in NB progression. 289 NB 

samples (Table 1) were immunostai ned with pMT I-MMP antibodies (Nyalendo et al., 2008 ; 

Nyalendo et al., 2007). The expression of pMT I-MMP was membranous and cytoplasmic 

and was only found in neuroblastic cells (Fig. 1). As shown in Fig. 1, normal control samples 

presented a poor and infrequent expression of pMTI-MMP (33.9% of sample, means 

intensity 0.34), NB had a moderate and frequent expression of pMT I-MMP (64.7% of 

sample, means intensity 0.72) similar to those of metastases (73.8% of sample, means 

intensity 0.72) 
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Relationship between pMT1-MMP and clinicoparhologic pammeters 

We next evaluated the correlation between pMTI-MMP immunostaining and 

c1inicopathologic features (Table 2). Analysis of immunostaining showed that pMT I-MMP is 

overexpressed in NB specimens compared to control samples (P<O.OOO 1). Indeed, 

immunostaining of pMTI-MMP was observed in 187 of 289 (64.7%) of NB specimens, 

while only 19 of 56 (33.9%) of normal specimens were positive for MTI-MMP. The pMTI­

MMP expression was significantly lower in mass screening NB (24 of 55 (43.6%)) than in 

standard NB (160 of 234 (68.4%), P = 0.0006). Moreover, pMTI-MMP expression was 

higher in patients older than 1 year than those under one year (P = 0.0002). However, no 

significant relationship was observed between pMTI-MMP expression and the tumor site 

(primary versus metastasis, P = 0.5900), clinical stage (stage 1 versus stage 4, P = 0.3700) or 

MYCN amplification (amplified versus no amplified P = 0.1000). 

A non phosphorylable mutant of MT/-MMP inhibits MT1-MMP-mediared tumorigenic 

properties ofNB in vitro 

We have previously shown that tyrosine phosphorylation of MTI-MMP, in addition 

to its proteolytic activity, plays a critical role in the tumorigenicity of fibrosarcoma cells 

(Nyalendo et al., 2008 ; Nyalendo et al., 2007). To determine the l'Ole of phosphorylated 

MTI-MMP in NB ùz vitro, NB-IO and SK-N-SH NB celJs were transiently transfected with 

either wild type (WT) or the non phosphorylable version (Y573F) of MT I-MMP. As shown 

in Fig. 2A, due to elevated basal expression of MT l-MMP in SK-N-SH cells, overexpression 

of WT MTI-MMP in these cells had a relatively low stimulatory effect on ce]) migration, 

while the Y573F mutant strongly diminished cell migration as weil as MTI-MMP 

phosphorylation (Fig. 2A-B). However, in NB-IO cells, which express low basal levels of 

MTI-MMP, overexpression of WT MTI-MMP markedly increased cell migration (3-fold), 

this effect being complete!y abolished by overexpression of the Y573F mutant (Fig. 2B). 
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These resuIts are in agreement with previous findings showing the dominant-negative 

praperties of the non phosphorylable mutant of MT I-MMP (Nyalendo et al., 2008 ; 

Nyalendo et al., 2007). 

We next evaluated the impact of MTI-MMP on NB proliferation within 3D collagen 

matrices. As shown in Fig. 2e, overexpression of the wild type version of the enzyme 

induced a marked increase in the proliferation of both SK-N-SH and NB-I 0 cells within 3D 

collagen matrices, this stimulatory effect being abolished by the non phosphorylable MT \­

MMP mutant. Previous study from our laboratory demonstrate that the inhibitory effect of the 

Y573F dominant-negative mutant of MT I-MMP on tumor cell proliferation is not related to 

defective proteolysis, since this mutant retain the ability to activate proMMP-2 and to 

degrade type 1collagen (Nyalendo et al., 2008). The inhibitory effect of the Y573F mutant on 

NB cell migration and proliferation cOlTelated with a decrease in the levels of phosphorylated 

MT1-MMP (Fig. 3). Moreover, serum-induced relocalization of tyrosine phosphorylated 

MTI-MMP to peripheral actin-rich structures, a process important for cell migration, was 

completely abolished by overexpression of the non phosphorylable mutant of MTI-MMP 

(Fig. 3, (Gingras et al.. 2008». 

These results suggest that phosphorylated MTI-MMP may play an important raIe in 

the MTI-MMP-mediated pro-migratory and pro-invasive properties of NB in vitro. 
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Conclusions 

Overall, the findings reported in this study show that reduction of the tyrosine 

phosphorylation of MTI-MMP reduces MTI-MMP-mediated tumorigenic properties of NB 

cel1s in vitro, and that pMT I-MMP is preferential1y expressed in tumor specimens from 

standard NB and in patients older than one year, two clinical features associated with poor 

outcome of NB patients. In addition, our previous findings suggest that phosphorylation of 

MTI-MMP is observed under tumorigenic rather than normal conditions (Nyalendo et al., 

2008). Therefore, phosphorylation of MTI-MMP could represent the "molecular switch" in 

NB cells responsible for the evolution from benign to malignant tumor. The identification of 

pMTl-MMP as an important player in the process of NB progression could be useful for the 

development of new therapeutics strategies for NB patients who cannot be cured with cunent 

therapeutic approaches. 
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Figure 2. Inhibition of neuroblastoma cell proliferation and invasion by a non 

phosphorylable mutant of MTl-MMP. 

Nyalendo et al., 2009. BMC Cancer, en révision. 
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Figure 3. Localization of tyrosine phosphorylated MT I-MMP in NB ce1ls 

Nyalendo et al" 2009. BMC Cancer, en révision. 



141 

4.4	 L'inhibition de la phosphorylation de la MTl-MMP bloque la progression 

tumorale chez la souris. 

Résumé 

Nous avons récemment démontré que la phosphorylation de la métalloprotéase 

matricielle de type membranaire 1 (MT I-MMP) sur son résidu tyrosine cytoplasmique 573 

joue un rôle important dans plusieurs processus responsables de la progression tumorale. 

Dans cette étude, nous montrons que le peptide ACM-14 non phosphorylable et perméable 

aux cellules, cOITespondant au domaine muté (Y573F) du domaine cytoplasmique de la MTI­

MMP couplé au facteur de transcription antennapedia de la Drosophila, inhibe la 

phosphorylation de l'enzyme sur son résidu tyrosine intracellulaire et réduit de façon 

marquée la proli fération des cellules tumorales dans des matrices de collagènes en 3D. 

L'effet antiprolifératif de l'ACM-14 était corrélé avec le clivage de la procaspase-3 et de 

PARP et était complètement renversé par Z-V AD-fmk, un inhibiteur général des caspases, 

suggérant l'activation du programme proapoptotique par le peptide. En effet, l'administration 

sous-cutanée de l' ACM-14 retardait de façon marquée la progression tumorale chez la souris 

et augmentait la survie, ces actions antitumorales étant associées à une forte induction de la 

nécrose tumorale dans les animaux traités. Ensemble, ces résultats suggèrent que l'inhibition 

de la phosphorylation de la MTl-MMP sur sa tyrosine cytoplasmique représente une 

nouvelle et attrayante stratégie pour le développement de médicaments contre le cancer. 



ACCEPTATION DES CO-AUTEURS POUR L'UTILISATION
 
D'UN ARTICLE DANS UNE THÈSE
 

Note: Seul l'auteur principal peut utiliser l'article mentionné ci-dessous pour sa thèse. Aucune 
autre personne, incluant les autres co-premiers auteurs le cas échéant, ne pourra utiliser l'article 
dans une thèse ou un mémoire. 

Nous entérinons que Carine Nyalendo 

est l'auteur principal de l'article intitulé: 

Inhibition of membrane-type 1 matrix metalloproteinase blocks tumor progression in
 
mice. Nyalendo C, Sartelet H, Gingras D, Béliveau R. 2009. Manuscrit en révision dans
 
Cancer Bi%gy and Therapy. 

et qu'il peut l'utiliser pour sa thèse. 

Co-auteur(s) 

1)	 Sartelet, Hervé 
Nom, prénom Sig re 

2)	 Gingras, Denis ~ /1-/lldî
Nom, prénom	 Date 1 ~

~~;-~
3)	 Béliveau, Richard ~ \ JO 1/6 

Nom, prénom Signature Date 



CONTRIBUTION DE L'AUTEUR PRINCIPAL ET DES CO-AUTEURS 

Note: Seul l'auteur principal peut utiliser l'article mentionné ci-dessous pour sa thèse. Aucune 
autre personne, incluant les autres co-premiers auteurs le cas échéant, ne pourra utiliser l'article 
dans une thèse ou un mémoire. 

Description du rôle de chacun des auteurs en commençant par l'auteur principal: tâches et responsabilité 
spécifiques, nature de la contribution à l'article (rédaction, expérimentation, figures, recherche 
bibliograph ique, etc.) 

J'ai personnellement effectué la recherche bibliographique, la planification expérimentale, la réalisation 
des expériences et la rédaction du manuscrit. Le Dr Hervé SarteJet, pathologiste au CHU Sainte-Justine, a 
effectué les coupes histologiques présentées à la figure 4C. 

Le Dr Denis Gingras est le superviseur du projet et a étroitement contribué à son élaboration et à la 
révision du manuscrit. 

Le Dr Richard Béliveau est mon directeur de thèse. Il m'a guidé aux niveaux conceptuel et technique dans 
la réalisation du projet. 

ATTESTATION DE L'AUTEUR PRINCIPAL ET DU DIRECTEUR DE RECHERCHE 

L'auteur principal de l'article intitulé: 

Inhibition of membrane-type 1 matrix metalloproteinase blocks tumor progression in mice. 

soumis pour publicatiori)( accepté pour publication D, ou publié D dans: Cancer Biology and Therapy 

est: Carine Nyalendo 

Auteur principal Nyalendo, Carine ,$11()J J()!J 
Nom, Prénom Signature ~ 

~~~~~ Directeur de recherche Béliveau, Richard ~~ 
Nom, Prénom Signature Date 



144
 

Manuscrit 

4.4	 Inhibition of membrane-type 1 matrix metalloproteinase phosphorylation blocks 

tumor progression in mice. 

Carine Nyalendol
, Hervé Sal1elet2

, Denis Glngras', Richard Béliveau l * 

1Laboratoire de Médecine Moléculaire, Université du Québec à Montréal, c.P. 8888, Suce. 

Centre-ville, MOlltréal, Québec H3C 3P8 and 2DéparternelU de Pathologie, CHU Sainte­

Justine, 3/75, Chemin Côte-Sainte-Catherine, Montréal, Québec (Canada) H3T / C5 

Keywords: MTI-MMP, MMP-14, tyrosine phosphorylation, antennapedia, turnor 

progression, 3D matrix. 

*To whom correspondence should be addressed: 

Phone: (514) 987-3000 x8551 

FAX: (514) 987-0246 

E-mail: oncomal@nobel.si.uqam.ca 

'li Supported bya grant from the Canadian Institutes for Health Research to R.B. and D.G. 

Running Title: Inhibition ofMT1-MMP phosphorylation 

mailto:oncomal@nobel.si.uqam.ca


145
 

Abstract 

We reœntly reported that membrane type- 1 matrix metalloproteinase (MT I-MMP) is 

phosphorylated on its unique cytoplasmic tyrosine residue but the conttibution of this event 

to tumor progression remains uncJear. In this work, we show that the non phosphorylable 

œil-permeable peptide ACM-14, consisting of the mutated (Y573F) cytoplasmic domain of 

MTI-MMP coupled to ante nnapedi a, inhibits tyrosine phosphorylation of the enzyme and 

markedly reduœs !umor œil proliferation within 3D type 1 collagen matrices. Interestingly, 

adminish·ation of ACM-14 to miœ markedly delays tumor progression and increases 

survival, these antitumor actions being associated with the induction of extensive tumor 

necrosis. Overall, these findings suggest that inhibition of MTI-MMP tyrosine 

phosphorylation may represent an attractive strategy for the development of novel anticanœr 

drugs. 
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Introduction 

Membrane-type 1 matrix metalloproteinase (MTl-MMP; MMP-14) plays essential 

roles in tumor cell migration and invasion by acting as a potent matrix-degrading protease 

that proteolyses a broad spectrum of cell surface-associated and ECM proteins (reviewed in 

(Hoh et Seiki, 2006)). MT1-MMP is overexpressed in many types of tu mors (Nakada et al., 

1999 ; Zhai et al., 2005) and pericellular proteolysis of the dense cross-linked meshwork of 

type 1 collagen fibrils mediated by the enzyme confers neoplastic cells with tissue-invasive 

activity (Sabeh et al., 2004) and sustains tumor cell growth in otherwise growth-restrictive 

three-dirnensional (3-D) matrices (Hotary et al., 2003) 

In addition to its impoltant matrix-degrading activity, MT I-MMP contains a short 

cytoplasmic sequence whose function seems important for tumor cell invasion. Cells 

expressing cytoplasmic domain-deleted MTI-MMP mutants retain the ability to proteolyse 

the ECM but have a markedly reduced migratory potential (GingI'as et al., 2001 ; Labrecque 

et al., 2004 ; Langlois, GingI'as et Beliveau, 2004 ; Lehti et al., 2000 ; Uekita et al., 2001), 

suggesting a l'ole of this domain in linking extracellular proteolysis to intracellular signaling 

events involved in cell locomotion. Accordingly, the cytoplasmic sequence of MTI-MMP 

actively participates to the internalization of the enzyme (Uekita et al., 2001), to the 

activation of the ERK signaling pathway (D'Alessio et al., 200S ; Gingras et al., 2001) as 

weil as to its interaction with tyrosine phosphorylated caveolin-l (Labrecque et al., 2004), 

and these events may ail contribute to efficient ce Il locomotion triggered by the enzyme. We 

also showed that MTI-MMP is phosphorylated on its unique cytoplasmic tyrosine residue 

and that this event may also participate to tumor and endothelial cell migration (Gingras et 

al., 200S ; Nyalendo et al., 2007). More recently, we reported that overexpression of a 

dominant-negative, non phosphorylable mutant of MT1-MMP (YS73F) in the highly invasive 

HT-IOSO fibrosarcoma cellline markedly reduces the proliferation of these cells within 3-D 

collagen matrices and completely inhibits their growth in mice, suggesting that the inhibition 

of MT1-MMP tyrosine phosphorylation may represent an unexpected strategy to block tumor 

progression (Nyalendo et al., 2008). 
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To investigate this possibility, we designed a cell-permeable peptide consisting of a 

mutated non phosphorylable version of the cytoplasmic domain of MT \-MMP cou pIed to the 

cell penetrating third helix of the homeodomain of the Drosophila transcription factor 

antennapedia. 

Herein, we report that this peptide, termed ACM-14 (Antennapedia-coupled 

Cytoplasmic MMP-14), inhibits Src-mediated tyrosine phosphorylation of MTI-MMP. 

leading to the inhibition of tu mol' ce]] proliferation within 3-D collagen matrix in a caspase­

dependent manner. In addition, we show that subcutaneous administration of ACM-14 delays 

tumor progression in mice. 
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Materials and methods 

Peptides and cel/fines 

Biotinylated peptides consisting of the homeodomain of antennapedia transcription 

factor (RQIKIWFQNRRMKWKK) coupled to sequences cOITesponding to the non 

phosphorylable cytoplasmic domain of MTI-MMP (RRHGTPRRLLFCQRSLLDKV) 

(ACM-14 peptide) or its scrambled version (TLRQRRCLPHFDSGLRKVRL) (scACM-14) 

were synthesized by 21st Century Biochemicals (Marlboro, MA, USA). 

AlI cell lines (l-IT-I 080, SK-Mel-28, DAOY, U-87 MG, PC-3, A-549, MDA-MB­

231 and MG-63) were cultured at 3rC in a humidified atmosphere composed of 95% air and 

5% C02 and grown as recommended by the American Type Culture Collection. 

ln vitro pfwspharylatioll afMT/-MMP 

A GST fusion protein containing the cytoplasmic domain of MTI-MMP was 

incubated for 2 h at 30°C with recombinant His6-Src (Upstate-Millipore) in lOO III of 

phosphorylation buffer (20 mM HEPES pH 7.5, 1 mM DIT, [0 mM MgCI2, 0.1 mM ATP) 

containing equivalent molar concentrations (0.35 nmole) of either the ACM-14 or scACM-14 

peptides. The reaction was stopped by boiling for 5 min in Laemmli buffer and samples (20 

Ill) were subjected to immunoblotting using the monoclonal pY99 antibody (Santa Cruz 

Biotechnology) or polyclonal antibodies specifie to the tyrosine phosphorylated form of 

MTI-MMP (Nyalendo et al., 2(07). 
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2D/3D ceU culture 

Type 1 collagen was extracted l'rom rat tail and resuspended at 2.7 mg/ml in acetic 

acid. For 2D culture, cells were seeded on plates coated with 100 /lg/ml type 1 collagen. For 

3D culture, cells were mixed with IOX EMEM, 0.17N NaOH and 2.7 mg/ml type 1 collagen. 

The mixture was allowed to gel for 45 min at 3rC and culture media (EMEM) containing 

10% FBS was added atop. For growth inhibition, 1 to 10 /lM of ACM-14 or scACM-14 were 

added to culture media (for 2-D growth), or incorporated into the collagen gels (for 3-D 

growth). Collagen gels were dissolved using 2 mg/ml bacterial collagenase (Sigma) and 

viable cells were counted by trypan blue exclusion using a hemacytometer. For FACS 

analysis, cells extracted l'rom collagen gels were processed as described (Nyalendo et al., 

2008). 

FLuorescence and COl(focaL Microscopy 

The procedure has been described previously (Nyalendo et al., 2008), using 

antibodies against phosphoMTI-MMP (Nyalendo et al., 2007) or MTI-MMP (MAB3328, 

Chemicon International). Biotinylated peptides were stained with FITC-conjugated 

streptavidin. Fluorescence was visualized and photographed using a Zeiss LSM 510 Meta 

confocal microscope. 

lmmunoprecipitation and Western BLoffing 

The procedures have been described previously (Labrecque et al., 2004). Briefly, 

equal amounts of proteins were inCllbated overnight at 4°C in the presence of 1 ).lglml of 

MTI-MMP MAB3328 monoclonal antibody and the immune complexes were collected with 

Protein G-collpled Sepharose beads. Bound material was SOlllbilized in Laemmli sample 

buffer, boiled for 5 min, separated by SDS-PAGE and blotted with HRP-conjugated 
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streptavidin (for deteetion of ACM-14 and seACM-14) or with antibodies against tyrosine 

phosphorylated MT1-MMP (Nyalendo et al., 2007). 

ln vivo fUmaI' growfh 

6 week-old female athymie nude miee (CrI: CO-I ® -Foxn/nu) were purehased from 

Charles River Laboratories (Wilmington, MA, USA). Experiments were performed aeeording 

to the guidelines of the Canadian Couneil of Animal Care. Miee were anesthetized with 

02lisot1urane inhalation and Sx 106 HT-1080 fibrosareoma viable cells (in 100 III of 1% 

methylcellulose in serum-free EMEM) were implanted subeutaneously into the t1ank of miee. 

Once tumors reaehed 100 mm3, animaIs were randomly separated into three groups: vehiele 

(0.85% NaCl) n=S, seACM-14 n=S and ACM-14 n=6); and were given daily subeutaneous 

administrations of the peptides (ACM-14 or seACM-14, 10 mg/kg) or vehiele, distant of 

tumor site (in the head, between the ears). Tumor size was measured every 2 days using a 

digital ealiper and ealculated using the formula 7[/6 x length x width2. For kinetie studies, 

miee were saerificed after 26 days. For survival studies, animaIs were saerificed once tumors 

reaehed either 700 nun3 or 50 days post-implantation. Kaplan-Meier survival eurves were 

pelformed using the Graphpad Prism program. Histologieal analysis was performed as 

previously deseribed (Nyalendo et al., 2008). 

Stafisfical analysis 

Ali statistical analyses were performed by one- or two-way analysis of variance 

(ANOVA) followed by the Bonfen'oni post-tests. Analyses were pelformed using GraphPad 

Prism program. P< 0.05 was eonsidered statistieally signifieant. 
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Results and discussion 

The A CM-14 peptide ùlhibits tyrosine phosphOlylation ofMTl -MMP 

The ACM-14 peptide consists of the mutated (Y573F) cytoplasmic domain of MT 1­

MMP fused to antennapedia (Fig. lA). This peptide, as well as its scrambled version 

(scACM-14), rapidly entered in tumor cells, being detectable as early as 15 minutes after 

their addition to the cell media (supplementary Fig. SI). ln vitro phosphorylation assays 

using a GST fusion protein containing the MTI-MMP cytoplasmic sequence (GST-MT) 

showed that ACM-14 completely inhibits the Src-mediated tyrosine phosphorylation of this 

domain, whereas the scrambled control peptide had no effect (Fig. 1B). Interestingly, we 

observed that in tumor celi s, ACM-14, but not its scrambled counterpart, co­

immunoprecipitated and co-localized with MTI-MMP, this association occurring 

predominantly in the perinuclear compartment (Fig. 1C and ID, upper panels). The 

interaction between MTI-MMP and ACM-14 was correlated with a marked decrease in the 

levels of tyrosine phosphorylated MTI-MMP (Fig. 1C and 1D, lower panels). The peptides 

had however no inhibitory effect on either the cell surface expression of MTI-MMP or 

catalytic activity of the enzyme towards proMMP-2 (supplementary Fig. S2), suggesting that 

the interaction of the peptide with the enzyme does not alter its subcellular localization. 

Overall, these results indicate that ACM-14 is a cell-permeable peptide that inhibits MT 1­

MMP tyrosine phosphorylation, possibly by physically interacting with the enzyme. 

Although the mechanisms involved in this interaction remain to be established, it is 

noteworthy that the PRXXLyc.s7~RSXXXXVmotif located in the cytoplasmic tail of MT 1­

MMP has been suggested to be involved in the dimerization of the enzyme and this sequence 

may thus interact with the peptide (Rozanov et aL, 2001). Such a dimerization of ACM-14 

with the cytoplasmic tail of MT1-MMP may result in the inaccessibility of the cytoplasmic 

tyrosine 573 for phosphorylation reactions. Interestingly, since this dimerization motif is also 

present in other transmembrane MMPs involved in tumor cell invasion within 3-D collagen 

matrix, such as MT2- and MT3-MMP(Hotary et al.. 2000) and that these enzymes also 

possess a conserved tyrosine residue adjacent to the cysteine residue (Gingras et Beliveau, 
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2009), these MT-MMPs could also be tyrosine phosphol)'lated in their cytoplasmic tail and 

may thus be sensitive to ACM-14 inhibition. Further studies are cUl1'ently underway in our 

laboratory in order to investigate this possibility. 

ACM-14 reduces tumor cel! prolijèration within 3-D matrices throug/z a caspase-depelldent 

mechaflism 

In addition to the crucial l'ole of MTI-MMP-dependent proteolysis for tumor cell 

proliferation in 3D environments (Hotary et al., 2003), our recent resu1ts suggest that the 

tyrosine phosphOl)'Iation of the enzyme within its intracelluJar domain may also participate to 

this process (Nyalendo et aL, 2008). As shown in Fig. 2A, while ACM-14 did not affect 

tumor cell proliferation in 2-D conditions, it significantly reduced the proliferation of several 

tumor cell lines within 3-D collagen gels. Indeed, ACM-14 reduced the proli feration of 

glioblastoma (40%), medulloblastoma (35%), prostate and breast adenocarcinoma (83% and 

29% respectively), osteosarcoma (68%) and fibrosarcoma (50%) cells, while the scrambled 

version of the peptide had no significant inhibitory effect. ACM-14 showed however no 

inhibitory effect on the proliferation of lung carcinoma or rnelanoma cells (Fig. 2A). 

However, low levels of MTl-MMP were observed in these two cell lines and their 

proliferation was 131'gely independent of the enzyme's activily, as reflected by their 

insensitivity to TIMP-2 and GM6001 (results not shown). 

Interestingly, the inhibitOl)' effect of ACM-14 on tumor cell proliferation was cOlTeJated 

with an increase of apoptosis. Approximatively 40% of unlreated HT-I080 fibrosarcoma 

cells grown within the collagen matrix underwent apoptosis, possibly reflecting cell death 

induced by the growlh-restrictive 3-D environrnenl (Fig. 3A). ACM-14 (but not ils control 

peptide scACM-J4) induced a small but significant increase (15%) in the number of 

apoptotic cells that was com~lated with the cleavage of caspase-3 and PARP (Fig. 3B), two 

c1assical markers of apoptosis (Chowdhury, Tharakan et Bhat, 2008). We also observed that 

ACM-14 inhibited ERK 1/2 phosphorylation (Fig. 3B), an effect that may also contlibute to 
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the reduction of cell survival induced by the peptide. Interestingly, the pan specific caspase 

inhibitor z-VAD-fmk completely reversed ACM-I4-induced apoptosis of tumor cel\s (Fig. 

3C) as weil as the effect of the peptide on tumor cell proliferation (Fig. 3D), further implying 

caspase activation as an important mechanism involved in the inhibitory action of the 

peptide. 

ACM-14 increases the survival ofmice bearingfibrosarcoma xenografts 

In order to examine the impact of ACM-14 on tumor growth, HT-1080 fibrosarcoma 

cells were implanted subcutaneously in athymic mice. After 12 days, animaIs were given 

daily subcutaneous injections of the peptides (ACM-14 or scACM-14, 10 mg/kg each) or 

vehicle and tumor size was monitored every two days. As shown in Fig. 4A, administration 

of ACM-14 strongly reduced (70%) tumor growth 26 days post-implantation. The median 

survival of mice that received ACM-14 was increased by 10 days, with one tumor that 

completely regressed following treatment with the peptide (Fig. 4B). The antitumor effect of 

the peptide was weil illustrated by low magnification histological examination of paraffin 

sections which showed that ACM-14 induced extensive necrosis of the tumor tissue, in 

agreement with its cytotoxic effects observed in vitro (Fig. 4C). 

Owing to its ECM-degrading activity and impol1ant role in tumor progression, MT1­

MMP represents an attractive drug target for anticancer therapies. However, broad-spectrum 

inhibitors of MMP activity described to date have been largely unsuccessful in clinical trials 

and, in sorne patients, also induced musculoskeletal side effects (Coussens, Fingleton et 

Matrisian, 2002 ; Overail et Kleifeld, 2006). Although the exact mechanisms underlying 

these effects remain incompletely understood, they may involve an inhibition of MTI-MMP 

catalytic activity since miœ lacking this enzyme present severe skeletal effects (Coussens, 

Fingleton et Matrisian, 2002 ; Overail et Kleifeld, 2006). In this context, the identification of 

molecules that impair tumor cell proliferation in vitro and significantly delays tumor 

progression in mice by interfering with the tyrosine phosphorylation of MTl-MMP, such as 
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the ACM-14 peptide described in this study, may represent a novel and promising approach 

to inhibit this important enzyme. Further studies aimed at the molecular characterization of 

the pathways involved in the tyrosine phosphOl)'lation of MTI-MMP as weil as their 

pa11icipation to tumor progression could thus provide interesting new targets for the 

development of anticancer therapeutics. 
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Legends to figures 

Figure 1: Inhibition of MTl-MMP t)'rosine phosphorylation by ACM-14. 

(A) Peptides used in this study. ACM-14: A,ntennapedia-coupled Çytoplasmic MMP-14; 

scACM-14: scrambled ACM-14. Biot: Biotin. Ahx: amino hexanoic acid. (B) ln vitro 

phosphorylation of MTI-MMP cytoplasmic domain by recombinant Src. The cytoplasmic 

domain of MTI-MMP fused to Glutathione-S-Transferase (OST-MT) was incubated with Src 

in the presence of either ACM-14 or scACM-14. Monoclonal antibody pY99 was used to 

identify phosphotyrosine (pTyr), while pMTI-MMP polyclonal antibodies recognized 

phosphorylated MTI-MMP. (C) HT-108ü cells were grown within 3-D collagen matrices 

containing I~M of either ACM-14 or scACM-14 dUling 5 days. MTl-MMP was 

immunoprecipitated (lP) from cell lysates and MTI-MMP-associated peptides were detected 

using HRP-conjugated streptavidin, while MTI-MMP (pMTI-MMP) was immunodetected 

with polyclonal antibodies against phosphorylated MTI-MMP (0). HT-1080 cells were 

seeded on type 1collagen-coated slips and incubated with ACM-14 or scACM-14 peptides (1 

/lM) during 1 h. Confocal images were obtained by staining the peptides with streptavidin­

FITC fol1owed by staining of MTI-MMP and phosphorylated MTI-MMP using primary 

antibodies specifie to these proteins followed by rhodamine-conjugated secondary antibodies. 

The scale bar l-epresents 50 ~m. 

Figure 2: Reduction of cell proliferation witmn 3-D collagen matrix by ACM-14. 

(A) Cells were allowed to grow atop of collagen film (20) or within collagen gel (3D) during 

5 days in the presence of scACM-14 or ACM-14 peptides, as indicated. (B) Total cellular 

content of MTI-MMP was assessed by Western Blot. 

Figure 3: ACM-14 induces apoptosis of tumor cells. 

HT-1080 fibrosarcoma cens wel-e grown for 5 days within 3-D collagen matrices with or 

without 1 ~M of the peptides (ACM-14 or scACM-14) (A), or with ACM-14 in the absence 

or in the pl-esence of z-VAD-fmk (C). Cells were extracted from collagen gels and double 

stained with Annexin V and propidium iodine for apoptosis analysis by flow cytometry. (B) 
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Total cellular content of sorne apoptosis markers was assessed by western blot. (D) Cells 

were allowed to grow within 3-D collagen matrices and proliferation was determined by 

counting. 

Figure 4: Inhibition of tumar growth by the ACM-14. 

5x 106 HT-I080 fibrosarcoma cells were implanted subcutaneously in athymie nude mice and 

after 12 days, the peptides (ACM-14 or its control scACM-14) were subcutaneously 

administrated daily (10 mg/kg). (A) Kinetic of tumor growth. n=5 for vehicle, n=5 for 

scACM-14, n=6 for ACM-14. ***P<O.OOI. (B) Kaplan-Meier survival curves. (C) 

Histological analysis of paraffin-embedded xenografts. Dotted lines show the tumor zones. 

Necrotic tumor cells show a pink staining, while viable tumor cells show a pUl-ple staining. 

M, mouse tissue; T, tumor; *, small necrotic zones. Black scale bars represent 1000 pm. 
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Peptides sequences A 
ACM-14: Biot-Ahx-ROIKIWFONRRMKWKK-RRHGTPRRLLFCORSLLDKV-OH 

l " 1 

çyll)pl~:;",ir; MT1·~tlI;IP 

scAC M-14: Biot·Ahx-ROIKIWFQNRRMKWKK·TLRQRRCLPHFDSGLRKVRL-OH 
, II , 

;Jntenn9pcdi~ scramblcd cy10plnsmic hn1-fv1MP 

B c 

+ GST-pMT 
+GST-MT IP: 

MT1-MMP 
+pMT1-MMP 

ID: pTyr pMT1-MMP 

o nuclei peptide MT1-MMP marge 

scACM-14 

ACM-14 

nuclei peptide pMT1-MMP merge 

No peptide 

ACM-14 

Figure 1. Inhibition ofMTI-MMP tyrosine phosphorylation by ACM-14. 

Nyalendo et al., 2009. Cancer Biology and Therapy, en révision. 
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Figure 2. Reduction of tumor ce]] proliferation within 3-D collagen matrix by ACM-14. 

Nyalendo et al., 2009. Cancer Bi%gy and Therapy, en révision. 
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Supplementary figures 

A BscACM-14 ACM-14 
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Supplementary Figure SI: Cellular uptake of ACM-14 and scACM-14 peptides. (A) RT­

1080 cells were seeded on type l collagen- coated sI ides, and incubated with ACM-14 and 

scACM-14 peptides (1IlM) dUling 15 or 60 minutes. Confocal images of fluorescence were 

obtained following intracellular staining of peptides using FITC-conjugated streptavidin. The 

white scale bar represents 50 ).lm. (B) HT-IOSO cells were incubated with ACM-14 and 

scACM-14 (lpM) during the indicated peliods oftime. For 2-D growth, cells were seeded 

atop of a type l collagen film, and for 3-D growth, cens were embedded within type l 

collagen gels. Cellular content of peptides was assessed by Western Blotting, using HRP­

conjugated streptavidin. 
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Gelatin zymography 
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Supplementary Figure S2: HT-I080 cells were incubated with ACM-14 and scACM-14 

(1IlM) and were allowed to grow within 3D collagen matrix for 24 hours. MT1-MMP cell 

surface expression was monitored by flow cytometl)'. Black areas represent the control 

isotype (mouse IgG) while grey lines represent MTI-MMP. Conditioned media were 

analyzed for MTI-MMP-dependent activation of MMP-2 by gelatin zymography. 
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Supplementary methods 

Uptake ofpeptides 

ACM-14 and scACM-14 uptake by tumor cel1s was determined by fluorescence or 

western blot. For fluorescence, HT-1080 fibrosarcoma cells were seeded on type I collagen­

coated cover-slides and incubated with peptides. Intracellular peptides were detected using 

FITC-conjugated streptavidin (Invitrogen, Burlington, ON, Canada). For western blotting, 

cells were seeded atop of a type I collagen film (2-D) or embedded within type I collagen 

gels (3-D) and incubated with peptides, followed by protein extraction as described 

previously 10. Briefly, equal amounts of proteins were solubilized in Laemmli sample buffer, 

boiled for 5 min, separated by SDS-PAGE containing 15% acrylamide and blotted with HRP­

conjugated streptavidin (Chemicon - Millipore, Billerica, MA, USA). 

Flow Cytometry Analysis ofMT/-MM? 

HT-I080 fibrosarcoma cells embedded within type I collagen gels (3-D) for 5 days 

were extracted from collagen gels using bacterial collagenase and washed twice with binding 

buffer (BB) containing 0.1 % BSA in PBS. 106 cells were incubated for 1 h at 4°C with 1 ml 

of 1 l1g/ml MTI-MMP (MAB3328) antibody or a control mouse IgG (Sigma) in BB, washed 

twice with BB and incubated with anti-mouse FITC-conjugated antibody for 30 min at 4°C in 

the dark. After two washes, cel1s were resupended in 1 ml BB and analyzed using the FACS 

Calibur (BD Biosciences). 

Gelatin zy"wgraphy 

10 /lI of conditioned media from cells grown within collagen gels were resuspended 

in non-reducing sampIe buffer and subjected to SDS-PAGE, using polyacrylamide gels 
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containing l mg/ml gelatin. Gels were then washed twice for 30 min in 2.5% Triton X-I 00 

and rinsed with nanopure water. Gels were incubated at 37°C in zymography buffer (50 mM 

Tris pH 7.6.200 mM NaCl, 5 mM CaCh. 0.02% Brij 35) for 18 h and digested areas were 

visualized by coloration of the gels with Coomassie Blue. 



CHAPITRE V 

DISCUSSION 

Durant la progression tumorale, les cellules cancéreuses et les cellules du 

microenvironnement tumoral augmentent leur expression des MMPs, leur permettant ainsi de 

survivre dans des conditions extrêmes qui d'ordinaire, seraient limitantes voire létales pour 

une cellule normale. En effet, l'activité protéolytique générée par les MMPs permet aux 

cellules tumorales d'envahir les tissus et de se propager dans l'organisme. La découverte des 

MMPs comme des acteurs clés dans les mécanismes impliqués dans la progression tumorale 

a suscité un engouement dans la communauté scientifique et les industries pharmaceutiques, 

afin de développer des inhibiteurs de MMPs pour le traitement des cancers. Toutefois, les 

résultats décevants des nombreux essais cliniques soulèvent la nécessité de se pencher 

davantage sur les mécanismes d'action des MMPs (Coussens, Fingleton et Matrisian, 2002). 

La MTI-MMP, dont le rôle central dans la progression tumorale n'est plus à prouver, 

est unique due à sa localisation à la surface cellulaire. Le premier avantage lié à la 

localisation de la MTI-MMP est la protéolyse péricellulaire, qui est très importante dans la 

migration et l'invasion tumorales. En effet, l'activité protéolytique péricellulaire de la MTI­

MMP est essentielle car 1) elle provoque la dégradation de nombreux composants de la MEC 

et de molécules impliqués dans l'adhésion entre cellules et des cellules avec la MEC, 2) elle 

active des facteurs de croissance et des cytokines, 3) elle active plusieurs récepteurs de 

surface impliqués dans la transduction de signaux et 4) elle amplifie le processus de 

dégradation de la MEC en activant les proMMP(Barbolina et Stack, 2008). Un deuxième 

avantage de la localisation transmembranaire de la MT 1-MMP est la présence d'une 
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séquence intracellulaire dont les études récentes témoignent de son importance dans les 

fonctions cellulaires orchestrées par l'enzyme, en particulier dans la migration cellulaire. Par 

exemple, la délétion du domaine cytoplasmique de la MTI-MMP entrave le processus de 

migration des cellules tumorales (Gingras et al., 2001 ; Lehti et al.. 2000 ; Rozanov et al., 

2001 ; Uekita et al., 2001) et endothéliales (Langlois, Gingras et Beliveau, 2004). Plusieurs 

mécanismes ont été proposés pour expliquer cet effet inhibiteur sur la migration cellulaire. En 

effet, il pourrait être non seulement causé par un défaut d'internalisation de l'enzyme (Uekita 

et al., 2001), une réduction de l'activation de la cascade de signalisation induite par la kinase 

ERK (Gingras et al.. 2001), mais aussi par une inhibition de l'interaction de l'enzyme avec la 

cavéoline-l phosphOl)'lée (Labrecque et al., 2004). 

Dans la présente thèse, nous nous sommes attardés à étudier davantage les 

mécanismes pouvant expliquer l'importance majeure de la portion intracellulaire de la MTI­

MMP dans la migration cellulaire. Nos résultats suggèrent que l'implication du domaine 

cytoplasmique de la MTI-MMP dans la migration cellulaire poulTait s'expliquer par la 

phosphorylation de l'unique résidu tyrosine situé dans son domaine intracellulaire. Dans un 

premier temps. nous avons observé qu'en immunoprécipitant la MTI-MMP, des protéines 

phosphorylées sur des résidus tyrosines ayant une masse moléculaire et des points 

isoélectriques très similaires à ceux de la MT I-MMP étaient également immunoprécipitées, 

suggérant ainsi que ces protéines soient des formes phosphorylées de la MT I-MMP. Cette 

hypothèse s'est ensuite confirmée avec l'utilisation d'un mutant de la MTI-MMP où l'unique 

tyrosine cytoplasmique a été remplacée par une phénylalanine. Nous avons observé que le 

mutant Y573F empêchait la phosphorylation de la MTI-MMP, et que des anticorps 

phosphospécifiques dirigés spécifiquement contre les formes phosphorylées de l'enzyme ne 

reconnaissaient pas cette forme mutante de la MT1-MMP. Par conséquent, dans les 

conditions expérimentales utilisées dans ces travaux, ces observations indiquent clairement 

que la MT I-MMP est phosphorylée sur son unique résidu tyrosine cytoplasmique. 

Nous avons également remarqué que la phosphorylation de la MTl-MMP sur son 

résidu tyrosine intracellulaire requérait l'expression concomitante de la kinase Src. De plus, 
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cette phosphorylation était complètement abolie par l'expression d'une forme de la kinase 

Src catalytiquement inactive, ce qui indique que la kinase Src et/ou une autre kinase activée 

par cette dernière est nécessaire à la phosphorylation de la tyrosine intracellulaire de la MT 1­

MMP. Dans ces conditions où la kinase Src était surexprimée, cette dernière induisait 

également la phosphorylation de la cavéoline-I et son interaction subséquente avec la MT 1­

MMP, tel que présenté dans le premier manuscrit (Section 4.1) et dans des études antérieures 

réalisées dans notre laboratoire (Labrecque et al., 2004). Nos résultats indiquent cependant 

que l'interaction de la MTI-MMP avec la cavéoline-I phosphorylée n'était ni nécessaire 

pour, ni une conséquence de la phosphorylation de l'enzyme. Toutefois, nous avons observé 

qu'une réduction des niveaux de cavéoline-I augmentait l'expression et les niveaux de 

phosphorylation de la MTI-MMP, suggérant ainsi que la cavéoline-I pat1iciperait au 

renouvellement de l'enzyme. 

Fait intéressant, la phosphorylation de la MT1-MMP sur son résidu tyrosine n'était 

pas restreinte aux cellules surexprimant la kinase Src, mais pouvait également être détectée 

dans des cellules endothéliales et tumorales non transfectées et stimulées avec la sphingosine­

I-phospate (S 1P), un facteur chimioattracteur. Tel que démontré dans la présente thèse et 

dans une autre étude réalisée dans notre laboratoire (Gingras et al., 2008), la phosphorylation 

de la MTI-MMP sur son résidu tyrosine induite par la SI P était corrélée avec une 

relocalisation de l'enzyme à la périphérie cellulaire, soulevant la possibilité intéressante que 

cette phosphorylation puisse participer à la migration cellulaire induite par ce lipide. 

Cette relocalisation de la MT I-MMP phosphorylée en périphérie coïncidait 

également, de façon inattendue, avec sa relocalisation dans le noyau. Une étude récente a mis 

en évidence l'existence d'une sous-population de la MTI-MMP dans le noyau et sa 

con"élation avec l'agressivité des carcinomes hépatocellulaires (Ip, Cheung et Fan, 2007). 

Bien que les résultats rapp0l1és par Ip et aL. (2007) ne soient que descriptifs et demandent à 

être approfondis, nos résultats suggèrent que la phosphorylation de la MTI-MMP pOUlTait 

être un mécanisme impliqué dans l'acheminement de l'enzyme dans le compartiment 

nucléaire. La localisation atypique nucléaire de protéines traditionnellement situées à la 
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membrane plasmique est une observation de plus en plus fréquente. C'est le cas par exemple 

de l'EGFR et du VEGFR-2, qui exerceraient la fonction de facteurs de transcription dans le 

noyau (Lo, Hsu et Hung, 2006). 

Nous avons également observé que la phosphorylation de la l\1TI-MMP induite par 

la SIP induisait une colocalisation partielle de l'enzyme avec la cavéoline-I phosphorylée, 

une phosphoprotéine importante pour la motilité des cellules endothéliales (Beardsley et al., 

2005). 

L'impoltance de la phosphorylation de la MTl-MMP dans la migration cellulaire 

induite par la SI P est également suggérée par les observations suivantes. Premièrement, le 

mutant non phosphorylable de la MTI-MMP était en mesure d'inhiber la migration des 

cellules qui expriment de façon endogène la MTI-MMP, soit les cellules de fibrosarcome 

HT-I 080 et les cellules endothéliales HUVEC. Deuxièmement, le mutant non phosphorylable 

était incapable de stimuler la migration des cellules endothéliales BAEC, une lignée cellulaire 

qui n'exprime que de très petites quantités de l'enzyme, alors que la forme sauvage de la 

MTI-MMP induisait la migration de ces cellules. Cette phosphorylation de la MTI-MMP sur 

sa tyrosine intracellulaire dépendante de la S1P pourrait s'ex pliquer, d'une part, par la 

coopération préférentielle de l'enzyme avec ce lipide, afin d'induire la migration et la 

différenciation morphogénique des cellules endothéliales (Langlois, Gingras et Beliveau, 

2004), et, d'autre part, par l'absence d'effet promigratoire de la SI P dans les cellules qui 

n'expriment pas la MTI-MMP (Pilorget et al., 2005). 

La phosphorylation du résidu tyrosine 513 dans le domaine intracellulaire de la MTI­

MMP était inattendue car cette région ne contient pas 1) des motifs connus de reconnaissance 

par les tyrosines kinases (RJKJQ)X2_iDIE)X2,-3pY) (Wu, Ma et Lam, 1994),2) des motifs de 

liaison pour les domaines d'homologie de Src SH2 ou SH3 (pYXX(UL) ou PXX, 

respectivement) qui pourraient faciliter le recrutement des tyrosines kinases. Néanmoins, lors 

d'un essai d'activité kinasique in vitro, nous avons observé que la kinase Src recombinante 
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était en mesure de phosphoryler le résidu tyrosine présent dans la portion cytoplasmique de la 

MTI-MMP. 

En dépit de l'absence de ces séquences consensus connues pour leur implication dans 

la transduction de signal, des résultats précédents ont toutefois suggéré que la séquence 

précédant le résidu tyrosine 573 joue un rôle important dans les fonctions de la MTI-MMP. 

Durant la migration cellulaire, la MTI-MMP est localisée au front de migration où elle est 

continuellement renouvelée grâce à une internalisation dynamique, un processus nécessaire à 

la bonne réalisation de la migration et de l'invasion cellulaires. Il a été suggéré que la 

séquence LLYS73 est essentielle pour le renouvellement de l'enzyme au front de migration via 

son implication dans l'interaction de la MTI-MMP avec la sous unité !J2 de la protéine 

adaptatrice AP-2 (Uekita et al., 2001), suggérant que la phosphorylation réversible de ce 

résidu tyrosine jouerait un rôle dans cette interaction. 

Une interaction similaire entre la sous unité !J2 de l'AP-2 et le récepteur CTL-4 à la 

surface des lymphocytes T a été rapportée (Shiratori et al.- 19CJ7). Celle interaction implique 

la séquence 165yvKM 168 cytoplasmique du récepteur et est nécessaire à l'internalisation de ce 

dernier. La phosphorylation du résidu tyrosine situé dans cette séquence abolit l'interaction 

du récepteur CTL-4 et par conséquent son interaction avec la sous unité ).J2 de l'AP-2, en 

brisant possiblement la poche hydrophobe nécessaire pour l'interaction (Follows et al., 2001 ; 

Shiratori et al., 1997). Ces observations et les données que nous avions nous ont mené à 

émellre l'hypothèse selon laquelle la phosphorylation de la MTI-MMP sur son résidu 

tyrosine intracellulaire pourrait jouer un rôle régulateur négatif sur son internalisation. 

Cependant, les résultats obtenus ultérieurement n'ont pas confirmé l'hypothèse d'un rôle 

régulateur négatif de la phosphorylation de la MT 1-MMP (voir la figure 1 à la section 4.2 de 

la présente thèse). Nous avons observé que l'expression du mutant non phosphorylable de la 

MTI-MMP dans les cellules HT-IOSO 1) réduisait les niveaux de phosphorylation de 

l'enzyme alors que son expression n'était pas modulée, 2) augmentait la présence de 

l'enzyme à la surface de la cellule. Ces résultats suggèrent par conséquent que la 

phosphorylation de la MTI-MMP est un mécanisme nécessaire à l'internalisation de 

l'enzyme. De plus, étant donné que le mutant non phosphorylable de l'enzyme inhibait 

également la migration cellulaire stimulée par la SI P, nous pourrions supposer que 
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l'induction de la migration cellulaire dépendant de la MTI-MMP par des chimioattracteurs 

comme la SI P poulTait impliquer la phosphorylation de l'enzyme, en favorisant son 

internalisation et son renouvellement au front de migration 

Parmi toutes ses fonctions, la MTI-MMP, par son activité collagénolytique est 

capable de protéolyser les barrières 3D de collagène fibrillaire, permettant ainsi aux cellules 

tumorales qui l'expriment de proliférer et d'envahir les tissus (Hotary et al., 2000; Hotary et 

al., 2003 ; Sabeh et aL, 2004). Les résultats présentés dans nos travaux de recherche 

confirment ce propos. Fait important, toutefois, nous avons observé que des cellules 

tumorales exprimant un mutant non phosphorylable de la MTI-MMP avaient des activités 

invasives et prolifératives très réduites dans des gels 3D de collagène de type 1, et ce, malgré 

une expression de l'enzyme à la surface de la cellule et une activité protéolytique (activation 

de la proMMP-2 et dégradation du collagène) inaltérées. Ces observations soulèvent 

l'intéressante possibilité que l'activité protéolytique de la MT l-MMP, bien qu'essentielle 

pour la dégradation des barrières de collagène, ne serait pas suffisante en soi pour soutenir la 

pro li fération des cellules tumorales dans des environnements 3D et suggèrent que les signaux 

provenant du domaine intracellulaire de l'enzyme participeraient probablement à ce 

processus. En fait, durant l'invasion tumorale dans des matrices 3D, la protéolyse 

péricellulaire induite par la MTI-MMP s'effectue au niveau des fronts de migration, dans des 

structures spécialisées de la membrane appelées pseudopodes (Friedl et Wolf, 2003). La 

formation des pseudopodes est possible grâce à l'activation de Rac-l, une GTPase de la 

famille Rho, par un membre de la famille pl30cas (Sanz-Moreno et al., 2008). En 

interagissant avec la kinase pl30Cas (Gingl·as et al., 2008), la MTl-MMP phosphorylée 

pourrait vraisemblablement être impliquée dans l'activation de Rac-l et la formation 

subséquente de pseudosomes. En conséquence, l'inhibition la phosphorylation de la MTI­

MMP par la sUl·expression d'un mutant non phosphorylable, tel que présenté dans cette thèse, 

bloquerait ainsi la formation de pseudosomes et l'invasion tumorale. Une autre hypothèse 

pouvant expliquer l'effet inhibiteur du mutant non phosphorylable sur l'invasion tumorale, 

sans affecter l'activité protéolytique de la MTI-MMP, impliquerait une stratégie d'invasion 

de type amiboïde. En effet, des études ont démontré que les cellules de fibrosarcome HT­

1080 et les cellules d'adénocarcinomes du sein sont capables d'envahir les tissus selon un 
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mécanisme de type amiboïde indépendant de l'activité protéolytique et nécessitant 

l'activation de ROCK, par Rho, une petite protéine G impliquée dans la transduction de 

signal et la contraction de l'actomyosine (Friedl et Wolf, 2003 ; Symons et Segall, 2009 ; 

Wolf et a/., 2003). Une implication de la phosphorylation de la MTI-MMP dans ces 

processus poun'ait donc être envisagée. 

Ainsi, la phosphorylation Src-dépendante de la MTI-MMP sur sa tyrosine 

cytoplasmique serait un mécanisme de régulation positive de la MTI-MMP, lui permettant 

d'accomplir ses fonctions dans les processus de migration et d'invasion cellulaire. En effet. 

nos résultats montrent que la baisse de la phosphorylation de l'enzyme endogène induite par 

l'expression d'un mutant non phosphorylable de la MT1-MMP était corrélée avec une 

réduction marquée des propriétés invasives et prolifératives des cellules de fibrosarcome à 

l'intérieure d'un réseau dense de collagène fibrillaire. Cet effet inhibiteur était indépendant de 

l'activité protéolytique mais était corrélé avec des altérations importantes du cycle cellulaire 

des cellules dans un environnement 3D. Nous avons observé que la forme sauvage de la 

MTI-MMP augmente l'activité des protéines impliquées dans le cycle cellulaire, conduisant 

à une augmentation de la prolifération cellulaire et une augmentation du contenu en ADN des 

cellules de fibrosarcome HT-IOS0. Cependant, l'expression de la forme non phosphorylable 

de la MTI-MMP diminuait les niveaux de cycline 03 et de la kinase dépendante des cyclines 

4 (CDK4), et augmentait considérablement les niveaux du médiateur cytostatique pI6/NK4A 
, 

résultant en un arrêt du cycle cellulaire en phase GolGI et au renversement de la polyploïdie 

induite par la forme sauvage. Ceci suggère que l'altération de la phosphorylation de la MTI­

MMP contrecarrerait les changements dans le cycle cellulaire normalement induits par 

l'enzyme, tels que l'augmentation de l'activité de la cycline D3 (Hotary et a/., 2003). 

Bien que les mécanismes en amont responsables de l'effet inhibiteur du mutant non 

phosphorylable de la MTl-MMP sur la prolifération des cellules tumorales doivent encore 

être identifiés, il est tentant de spéculer que la formation de complexes moléculaires 

contenant la forme phosphorylée de la MT J-MMP et des intermédiaires de signalisation clés, 

tels que la phosphocavéoline-l ou la protéine pl30Cas (Gingras et al., 200S), participent à la 
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régulation des points de contrôle du cycle cellulaire et contèrent un avantage de croissance 

aux cellules tumorales emprisonnées dans des gels 3D de collagène. À cet égard, il est à noter 

qu'au moins une des protéines actuellement identifiées interagissant avec la MTI-MMP 

phosphorylée, p130Cas, agit comme un régulateur positif aussi bien de la prol ifération que de 

la survie des cellules épithéliales mammaires normales ou transformées en activant des voies 

de signalisation menant à la progression du cycle cellulaire (Cabodi et al., 2006). Il est 

également possible que la migration cellulaire dépendante de la phosphoryJation de la MTI­

MMP sur sa tyrosine intracellulaire implique les voies de signalisation induites par l'EGFR, 

car une récente étude réalisée dans notre laboratoire démontre que la MT1-MMP transactive 

l'EGFR par un mécanisme indépendant de J'activité protéolytique de l'enzyme mais 

impliquant le domaine cytoplasmique de la MTI-MMP de même que la kinase Src (Langlois 

et al., 2007). 

Une telle interférence du mutant non phosphorylable de la MTl-MMP avec les voies 

de signalisation menant à la progression du cycle cellulaire pourrait également expliquer 

l'effet inhibiteur sur la croissance indépendante de l'ancrage des cellules HT-IOSO dans 

l'agar mou, une caractéristique des cellules tumorigènes qui est indépendante de la protéolyse 

(Li et al., 2004) mais retlète plutôt des altérations importantes dans la machinerie du cycle 

cellulaire et dans l'organisation du cytosquelette de la cellule (Pawlak et Helfman, 2001). En 

plus, puisque l'aneuploïdie est le résultat d'un dérèglement de la progression du cycle 

cellulaire via l'altération des points de contrôle de la mitose (Kops, Weaver et Cleveland, 

2005) et qu'il a été démontré que la MTI-MMP confère l'aneuploïdie et la tumorigénicité 

aux cellules épithéliales normales par la dégradation protéolytique de la péricentrine par 

l'enzyme (Golubkov et al., 2006), il est possible que le renversement de la polyploïdie 

induite parle mutant non phosphorylable de la MTI-MMP observé dans la présente thèse soit 

relié à un effet inhibiteur de ces processus. Bien que ces mécanismes restent à être identifiés 

au niveau moléculaire, ces résultats suggèrent néanmoins que la phosphorylation de la MT)­

MMP sur sa tyrosine intracellulaire joue un rôle important dans les propriétés tumorigéniques 

des cellules cancéreuses. 
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À cet égard, nous avons observé qu'une conséquence importante de l'effet inhibiteur 

du mutant non phosphorylable de la MTI-MMP sur la prolifération et l'invasion tumorales 

est son habileté à prévenir la croissance tumorale chez la souris. Les cellules HT-1080 

forment des tumeurs bien définies contenant de nombreux vaisseaux sanguins et des cellules 

ayant un taux de prolifération élevé, tel que rapporté précédemment (Nonaka et al., 2005). 

Dans nos résultats, bien que toutes les cellules de la tumeur expriment la MTl-MMP, nous 

avons observé que la forme phosphorylée de l'enzyme était confinée à un certain nombre de 

cellules tumorales situées à proximité des vaisseaux associés aux tumeurs. Puisque les 

cellules tumorales situées à proximité de ces vaisseaux sanguins sont exposées à des 

concentrations en oxygène plus élevées et se divisent plus rapidement (Hoogsteen et al., 2005 

; Pavelic, Allen et Mihich, 1981), la phosphorylation de la MTI-MMP préférentielle de ces 

cellules supporte un rôle potentiel important de l'enzyme phosphorylée dans la prolifération 

des cellules tumorales et renforce l'hypothèse selon laquelle l'effet dominant négatif du 

mutant de la MT1-MMP contre la phosphorylation de la MTI-MMP endogène observée in 

vitro est responsable de l'activité antitumorale du mutant in vivo. 

Nos résultats sont en contradiction avec des études précédentes réalisées par d'autres 

équipes et montrant que même dans les cellules non invasives, la surexpression d'une forme 

de la MTI-MMP ne possédant plus la séquence cytoplasmique confere à ces cellules la 

capacité de proliférer dans des gels de collagène et d'envahir des banières denses de MEC 

similaire à celle induite par la forme sauvage de l'enzyme (Hotary et al., 2000 ; Hotary et al., 

2003 ; Hotary et al., 2002). Bien que cet écart reste à être résolu, nous proposons que le 

mutant dominant négatif de la MTI-MMP altère la phosphorylation de la MT1-MMP 

endogène, induisant une compétition pour l'activation du programme d'invasion de la cellule. 

Cette compétition mènerait à une réduction de la progression du cycle et de la prolifération 

cellulaires, nonobstant une protéolyse adéquate de la matrice 3D environnante. Au contraire, 

dans les cellules exprimant le mutant de la MTI-MMP ne possédant plus le domaine 

intracellulaire, la protéolyse péricellulaire induite par l'enzyme diminue les restrictions de 

croissance imposées par l'environnement 3D, sans aucune interférence avec le programme 

d'invasion intrinsèque, et pOUlTait ainsi être suffisante pour conférer aux cellules en 3D un 

avantage de croissance et pour soutenir la progression tumorale (Hotary et al., 2003). 
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Toutefois, un rôle essentiel du domaine intracellulaire de la MTI-MMP pour la croissance 

des cellules MCF-7 très peu invasives in vivo a été récemment rapporté (D'Alessio et al., 

2008), suggérant que le programme intrinsèque d'invasion des cellules tumorales dépendrait 

également de ce domaine. 

Les résultats de nos travaux de recherche montrent sans contredit que la 

phosphorylation de la MT1-MMP sur son résidu tyrosine est nécessaire à la migration et 

l'invasion tumorale, de même qu'à la formation de xénogreffes chez la souris. Ces résultats 

nous ont donc mené à étudier le rôle de ce processus dans un modèle clinique de 

neuroblastome, une tumeur maligne de l'entànt qui, dans 60% des cas, démontre un mauvais 

pronostic pour les patients atteints de ce cancer. 

À partir de 289 biopsies de patients atteints de neuroblastome, nous avons observé 

que l'expression de la MTI-MMP phosphorylée, bien que n'étant pas un facteur pronostic, 

était néanmoins corrélée avec un mauvais pronostic. Nous avons observé que la MTI-MMP 

phosphorylée était très peu exprimée dans les tumeurs qui régressent spontanément, 

suggérant ainsi que la MTl-MMP phosphorylée serait un marqueur de la progression du 

neuroblastome. La phosphorylation de la MTl-MMP serait donc un mécanisme décisionnel 

de la cellule tumorale, lui permettant d'« évoluer» en cancer. 

Bien que le rôle important de la MTl-MMP dans l'invasion tumorale fait de cette 

enzyme une cible thérapeutique intéressante, la participation de cette enzyme au 

développement normal du squelette suggère que l'inhibition de son activité catalytique 

pourrait conduire à de graves effets secondaires (Overall et Kleifeld, 2006). Dans ce contexte, 

l'observation que la phosphorylation de la MT I-MMP sur sa tyrosine cytoplasmique joue un 

rôle important dans l'invasion tumorale et dans la progression du neuroblastome suggère que 

le fait de bloquer cet événement poulTait représenter une stratégie alternative pour inhiber la 

progression tumorale déclenchée par cette enzyme. À cette fin, nous avons conçu une 

molécule capable d'inhiber la phosphorylation de la MT I-MMP et la croissance tumorale 

subséquente. 
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L'effet dominant négatif du mutant non phosphol)'lable de la MTI-MMP sur 

l'enzyme endogène nous a conduit à la conception d'un peptide correspondant à la séquence 

cytoplasmique de la MTI-MMP où le résidu tyrosine a été remplacé par un résidu 

phénylalanine. De cette façon, nous pensions, en couplant ce peptide à une séquence 

pel1néable aux cellules, reproduire les effets inhibiteurs de l'invasion et la croissance 

tumorales observés avec le mutant non phosphorylable. 

Nous avons observé que ce peptide, ACM-14, pouvait réduire les niveaux de 

phosphorylation de la MTI-MMP endogène des cellules tumorales. ACM-14 pouvait 

également réduire, à de très faibles concentrations de l'ordre du microlllolaire, la prolifération 

de différents types de cellules tumorales dans un environnement 3D caractéristique des 

cellules tumorigéniques, par un mécanisme d'apoptose. Fait très intéressant, ACM-14 n'avait 

aucun effet sur les cellules tumorales cultivées sur des matrices bidimensionnelles, suggérant 

que l'action de ce peptide serait uniquement dans des conditions tumorigéniques. De plus, 

ACM- 14 augmentait la survie des cellules portant des tumeurs en retardant considérablement 

la croissance des xénogreffes. 

En raison de sa capacité à dégrader les composants de la MEC et son rôle central 

dans la progression tumorale, la MT l-MMP re présente une cible intéressante pour le 

développement de thérapies anticancéreuses. Toutefois, tel que mentionné précédemment, les 

inhibiteurs de l'activité des MMPs décrits jusqu'à présent n'ont pas réussi à apporter des 

effets bénéfiques lors des essais cliniques, et induisaient également chez certains patients des 

effets secondaires musculosquelettiques sévères (Coussens, Fingleton et Matrisian, 2002 ; 

Overall et KJeifeld, 2006). Bien que les mécanismes exacts impliqués dans ces effets ne sont 

pas encore élucidés, ils pourraient impliquer l'inhibition de l'activité protéolytique de la 

MTI-MMP (voir Figure 5.1) puisque des souris transgéniques chez lesquelles l'enzyme a été 

complètement enlevée présentent des malformations squelettiques sévères (Coussens, 

Fingleton et Matrisian, 2002 ; Overall et Kleifeld, 2006). Dans ce contexte, l'identification de 

molécules qui altèrent la prolifération cellulaire in vitro et retardent significativement la 
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Figure 5.1 Nouvelle approche thérapeutique contre le cancer. Les études cliniques 
impliquant les inhibiteurs de MMP (MMPI) conventionnels ont échoué dû à leur manque de 
spécificité et leurs effets secondaires graves. Le peptide ACM-14 inhibe la phosphorylation et 
la MT l-MMP et la progression tumorale, sans affecter l'activité protéolytique. ACM-14 est 
plus spécifique et contournerait les effets secondaires causés par l'inhibition de l'activité 
protéolytique et le mangue de spécificité. 

progression tumorale chez la souris en interférant avec la phosphorylation de la MTl-MMP, 

tels que le peptide ACM-14 décrit dans la présente thèse, pourrait représenter une approche 

nouvelle et prometteuse pour inhiber cette enzyme (voir Figure 5.1). En effet, le peptique 

ACM-14 présente deux avantages mé*urs; d'une part, il inhibe la phosphorylation de la 

MT1-MMP en laissant son activité protéolytique intacte; d'autre part, il cible uniquement les 

cellules cultivés dans des conditions tumorigènes (3D). Ces deux propriétés du peptide ACM­

14 contribueraient à contourner les effets secondaires graves décrits lors de l'utilisation 

d'inhibiteurs classiques de MMP. 



CONCLUSIONS ET PROSPECTIVES 

Durant la progression tumorale, les cellules cancéreuses doivent traverser et croître à 

l'intérieur de barrières 3D extrêmement denses composées de protéines de la MEC (Even­

Ram et Yamada, 2005 ; Hanahan et Weinberg, 2000). Récemment, la protéolyse 

péricellulaire de la MEC induite par la MTI-MMP a émergé comme étant un mécanisme 

essentiel par lequel les cellules tumorales contournent la contrainte mécanique imposée par 

ces barrières 3D et acquièrent la capacité d'envahir et de proliférer dans ces environnements 

restrictifs pour la croissance (Hotary er al., 2003). 

Les résultats présentés dans cette thèse font la démonstration que, en plus de son 

activité catalytique essentielle, la MTI-MMP doit être phosphorylée sur sa tyrosine 

cytoplasmique afin de permettre aux ce]] ules tumorales de proliférer et d'envahir les tissus. 

Nous démontrons également que la phosphorylation de la MTI-MMP est nécessaire à la 

formation de xénogreffes, et représente un facteur déterminant pour la progression du 

neuroblastome. Finalement, les travaux réalisés dans la présente thèse ont permis de 

concevoir un peptide pouvant inhiber la phosphorylation de la MTl-MMP et réduire ainsi la 

progression tumorale. 

L'identification des mécanismes impliqués dans la phosphorylation de la MTl-MMP 

pourrait fournir des informations importantes concernant les voies de signalisation 

intracellulaires responsables du couplage de la protéolyse péricellulaire induite par la MTI­

MMP à la proli fération des cellules tumorales. Bien que les résultats présentés dans cette 

thèse démontrent la présence nécessaire de la kinase Src dans le processus de 

phosphorylation de la MTI-MMP, aucune information ne permet d'affirmer que la kinase Src 

phosphoryle directement, au niveau cellulaire, la MT I-MMP. 1\ serait donc intéressant 

d'identifier la kinase responsable de la phosphorylation de la MTI-MMP sur son résidu 

tyrosine. À cet égard, certaines kinases - substrats de la kinase Src - représentent des 
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candidats potentiels pour la phosphorylation de la MT1-MMP. Un exemple intéressant est 

celui du récepteur de l'EGF (Scaltriti et Baselga, 2006). Des études réalisées dans notre 

laboratoire ont démontré que la MT l-MMP interagit avec l'EGFR (Nyalendo, données non 

publiées) et transactive ce dernier, ce processus étant impliqué dans la migration cellulaire 

(Langlois et al., 2007). De plus, d'autres investigateurs ont mis en évidence le rôle de 

l'EGFR dans l'internalisation de la MTI-MMP (Moss et al., 2009). À la lueur de ces 

observations, l'EGFR pourrait représenter un candidat potentiel pour la phosphorylation de la 

MTI-MMP sur son résidu tyrosine intracellulaire. 

Nous avons observé dans nos travaux la présence de la MT I-MMP phosphorylée 

dans le compartiment nucléaire. TI serait intéressant d'étudier les mécanismes menant à la 

translocation de la MTI-MMP dans le noyau, et de déterminer si la phosphorylation de la 

MTI-MMP déclenche ce processus. Des études préliminaires ont démontré que la 

nucléophosmine, une protéine nucléaire, interagissait avec la séquence cytoplasmique de la 

MTI-MMP, suggérant ainsi que la phosphorylation de cette enzyme serait impliquée dans la 

localisation nucléaire. 
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