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TITRE: ROLE DU GENE hNANOS1 DANS LE PROCESSUS D’INVASION TUMORALE 
 

RESUME:  
 
La cadhérine-E est considérée comme un important suppresseur d’invasion dans les carcinomes 

humains. Cependant, les voies de signalisation intracellulaire régulées par la cadhérine-E sont encore méconnues. 
Dans ce contexte, nous avons étudié le rôle potentiel dans l’invasion tumorale de hNanos1 (human Nanos 1) dont 
l’expression est réprimée par la cadhérine-E. 

Nous montrons in vivo que hNanos1 est surexprimé par les cellules tumorales dans les cancers broncho-
pulmonaires invasifs avec une localisation préférentielle au front d’invasion des massifs tumoraux. De plus, la 
surexpression de hNanos1 est associée à un taux d’expression élevé de la MT1-MMP et de la MMP-2, deux 
métalloprotéinases matricielles (MMPs) particulièrement impliquées dans l’invasion tumorale. 

Par différents modèles in vitro et in vivo, nous démontrons que l’induction de hNanos1 se traduit par 
l’acquisition d’un phénotype plus dispersé et invasif des cellules tumorales DLD1 et favorise leur dissémination 
métastatique en souris Nude. Ce potentiel invasif accru est associé à la fois à une redistribution des molécules 
d’adhérence cadhérine-E, caténine-β, et caténine p120 dans le cytoplasme et à l’augmentation de l’expression de 
la MT1-MMP et de la MMP-2. De plus, la répression de hNanos1 dans des cellules tumorales invasives Hs578T 
et BZR induit une diminution de la production de la MT1-MMP et de la MMP-2 tout en réduisant leur potentiel 
invasif. 

Au total, nos résultats démontrent que hNanos1, en régulant les molécules d’adhérence et les MMPs, 
joue un rôle important dans l’acquisition de propriétés invasives par les cellules tumorales épithéliales. 
 
Mots clés: hNanos1, cadhérine-E, caténines, MMPs, invasion tumorale. 
 
 
TITLE: ROLE OF hNANOS1 GENE IN THE TUMOR INVASION PROCESS 

 

SUMMARY: 

 

 E-cadherin is considered as an important invasion suppressor in human carcinomas. However, the 

signalling pathways regulated by E-cadherin are yet unknown. In this context, we have studied the role of an E-

cadherin-repressed gene, named hNanos1 (human Nanos 1), in the tumor invasion process. 

 In vivo, we show that hNanos1 is overexpressed by tumor cells in invasive bronchopulmonary cancers, 

preferentially at the invasion front of tumor clusters. Moreover, hNanos1 overexpression is associated with high 

levels of MT1-MMP and MMP-2, two matrix metalloproteinases (MMPs) which are both implicated in the tumor 

invasion process. 

 Using different in vivo and in vitro models, we demonstrate that hNanos1 induction leads to the 

acquisition of a more dispersed and invasive phenotype by DLD1 tumor cells and acts in favor of the metastatic 

dissemination in Nude mice. This enhanced invasive ability is associated with the relocalization of adhesion 

molecules, E-cadherin, β-catenin and p120-catenin, to the cytoplasm and the increase of MT1-MMP and MMP-2 

expression. Furthermore, hNanos1 silencing in Hs578T and BZR invasive tumor cells downregulates MT1-MMP 

and MMP-2 production, subsequently decreasing their invasive capacities. 

 Taken together, our results demonstrate that hNanos1, by regulating adhesion molecules and MMPs, 

plays an important role in the acquisition of invasive properties by epithelial tumor cells. 

 

Key words: hNanos1, E-cadherin, catenins, MMPs, tumor invasion. 
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A. INTRODUCTION 
 

A.1 LA PROGRESSION TUMORALE: 

 
La progression tumorale implique une succession d’évènements complexes au cours 

desquels les interactions entre les cellules tumorales, la matrice extracellulaire environnante et 

les cellules hôtes vont se trouver modifiées. En premier lieu, ce processus a pour origine 

l’exposition de cellules normales à des facteurs cancérogènes tels que des substances 

chimiques, des virus ou des rayonnements. Ces facteurs provoquent des altérations au niveau 

du génome qui sont dans un premier temps compensées par les systèmes de réparation de la 

cellule. Cependant, lors d’expositions prolongées à ces facteurs dits cancérogènes, les 

systèmes de réparation peuvent être débordés ou défectueux et alors des mutations génétiques 

persistent et s’accumulent au fil des divisions cellulaires. C’est ce qu’on appelle la phase 

d’initiation de la cancérogenèse. Ces mutations peuvent survenir sur des gènes impliqués dans 

la régulation du cycle cellulaire (les proto-oncogènes) ou des gènes suppresseurs de tumeur. 

Les cellules entrent alors dans un cycle dans lequel elles échappent au contrôle normal de leur 

multiplication cellulaire et de leur mort cellulaire. En proliférant de manière anarchique, les 

cellules forment une tumeur: c’est la phase de promotion tumorale. Au sein d’un épithélium et 

à ce stade, le cancer est appelé carcinome in situ puisqu’il est encore limité dans son extension 

par la membrane basale. A partir de là, les cellules tumorales perdent des propriétés et en 

acquièrent de nouvelles qui leur permettent ainsi de se propager au reste de l’organisme. 

Au sein du foyer tumoral primaire, il arrive que certaines cellules se dissocient du 

massif primitif. Ce phénomène suppose la perte d’expression ou de fonctionnalité de 

molécules responsables de l’adhérence intercellulaire. Notamment, le complexe cadhérine-

E/caténines présent au niveau des jonctions adhérentes et assurant la cohésion cellule-cellule 

de l’épithélium, est réprimé par divers mécanismes. La perte de cette caractéristique 

épithéliale est le point de départ d’un phénomène appelé transition épithélio-

mésenchymateuse. Les cellules perdent progressivement leurs propriétés épithéliales pour 

acquérir un phénotype proche de celui d’une cellule mésenchymateuse. En effet, une fois 

dispersées, certaines cellules acquièrent également des propriétés de migration et de 

dégradation. Elles sécrétent certaines protéases et notamment des métalloprotéinases 

matricielles ou MMPs. Ces MMPs ont la capacité de dégrader la majorité des éléments de la 

matrice extracellulaire et à ce titre permettent à une cellule ou à un groupe de cellules de 

franchir la lame basale qui jusqu’alors délimitait la tumeur primaire. Une fois cette barrière 
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naturelle rompue, les cellules tumorales peuvent s’infiltrer dans le tissu conjonctif sous-jacent 

ou stroma interstitiel. Certaines cellules tumorales atteignent des vaisseaux sanguins ou 

lymphatiques et peuvent former des métastases à distance. 

La formation de métastases dans des organes cibles est l’étape ultime de la progression 

tumorale. Au niveau clinique, c’est aussi une étape critique quant au pronostique de la 

pathologie cancéreuse. Certaines cellules tumorales pénétrent les vaisseaux par intravasation 

pour être transportées de manière passive par le système circulatoire vers d’autres organes. Là, 

une grande majorité des cellules tumorales est éliminée par le système immunitaire et une 

minorité seulement y échappe. Parmi elles, certaines sont stoppées dans des vaisseaux de 

petites tailles. Là, par extravasation, elles traversent une nouvelle fois l’endothélium vasculaire 

pour former à terme un nouveau foyer tumoral appelé métastase dans leur nouvel 

environnement tissulaire (Figure 1). 
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Figure 1: Les différentes étapes de la progression tumorale. 
I. Epithélium normal. II. Initiation tumorale: une cellule épithéliale devient cancéreuse après accumulation de 
mutations génétiques. III. Promotion tumorale: Les cellules tumorales n’ont cessé de proliférer de manière 
anarchique et forment un carcinome dit in situ. IV. Invasion tumorale: Des cellules quittent la tumeur primaire, 
franchissent la lame basale en la dégradant et infiltrent les tissus sous-jacents. Ces cellules invasives peuvent 
pénétrer des vaisseaux sanguins par intravasation et envahir l’organisme par le sang. V. Formation de métastases: 
des cellules tumorales circulantes quittent la circulation sanguine par extravasation et générent des tumeurs 
secondaires dans des organes cibles. 
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A.2 BUT DE L’ÉTUDE: 

 

Plusieurs études menées in vivo et in vitro ont montré un lien fonctionnel entre la perte 

d’expression de la cadhérine-E et la surexpression de MMPs dans les cellules tumorales. Bien 

que la nature de ce lien fonctionnel ne soit pas clairement définie, il semble néanmoins que la 

caténine-β joue un rôle prépondérant par l’intermédiaire de la voie caténine-β/Tcf. Cependant, 

d’autres voies de régulation méconnues pourraient intervenir. L’identification des acteurs de 

ces nouvelles voies ainsi que leurs fonctionnements constitue une étape essentielle dans la 

perspective d’obtenir de nouveaux marqueurs pronostiques et d’établir de nouvelles stratégies 

thérapeutiques. 

Récemment, l’équipe du Pr Van Roy et du Dr Geert Berx (Université de Gand, 

Belgique) a identifié le gène hNanos1 comme une nouvelle cible réprimée par la cadhérine-E. 

Le gène hNanos1 est un homologue de Nanos lequel a été largement étudié chez la drosophile 

pour son rôle dans la détermination de l’axe antéro-postérieur de l’embryon, la migration des 

cellules souches germinales et la gamétogenèse. Chez l’homme, son expression a été étudiée 

dans les cellules souches germinales. Son rôle dans le processus tumoral et lors des 

phénomènes de migration et d’invasion, en particulier, n’est pas encore défini. Ce travail de 

thèse a donc pour objet l’étude des fonctions de hNanos1 au cours de l’invasion tumorale et 

plus particulièrement son rôle potentiel dans la régulation des molécules d’adhérence et des 

MMPs. Pour cela, trois aspects seront étudiés: 

 

1-L’expression de hNanos1 dans les cancers broncho-pulmonaires. 

 

2-L'influence de hNanos1 sur les propriétés invasives des cellules tumorales. 

 

3-Le rôle de hNanos1 dans la régulation des molécules d’adhérence et des MMPs. 
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A.3 JONCTIONS INTERCELLULAIRES DE L’ÉPITHÉLIUM: 

 
La cohésion des feuillets épithéliaux est assurée par la présence de jonctions 

intercellulaires. La capacité de l’épithélium à protéger l’organisme de l’environnement 

extérieur dépend de l’intégrité des membranes cellulaires et de ces jonctions intercellulaires. 

Dans les cellules épithéliales, les jonctions intercellulaires sont de trois types: 

-les jonctions serrées (ou «zonula occludens»), constituant une barrière physique 

délimitant les régions apicales et baso-latérales des cellules. 

-les jonctions adhérentes (ou «zonula adherens»), formées par les interactions 

homophiliques des molécules de cadhérine-E et connectées au cytosquelette d’actine. 

-les desmosomes, formés par interactions des cadhérines desmosomales et connectés 

aux filaments intermédiaires. 

 

 

Figure 2: Les différents types de jonctions intercellulaires: 
A. Représentation schématique des trois types de jonctions intercellulaires présentes dans les cellules épithéliales. 
B. Image obtenue par microscopie électronique mettant en évidence l’ultrastructure des jonctions serrées, des 
jonctions adhérentes et des desmosomes. D’après (Perez-Moreno et coll., 2003). 
 

Ces structures jonctionnelles contiennent des récepteurs transmembranaires de types 

glycoprotéiques assurant la position à la surface cellulaire et déterminent la spécificité de la 

réponse intracellulaire. Les protéines cytoplasmiques présentes établissent une connexion des 

récepteurs au cytosquelette des cellules, autorisant la communication moléculaire entre les 

différentes jonctions cellule-cellule et cellule-matrice extracellulaire. La présence de protéines 
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de signalisation dans ces structures permet également l’intégration de signaux provenant de 

l’extérieur de la cellule jusqu’au noyau des cellules afin de répondre de manière adéquate à 

d’éventuelles modifications de l’environnement cellulaire. 

 

A.4 LA CADHERINE-E: 

A.4.1 STRUCTURE DE LA CADHERINE-E: 

 

 Principale molécule transmembranaire des jonctions adhérentes des cellules 

épithéliales, la cadhérine-E est responsable de l’adhérence intercellulaire de manière 

homotypique et calcium dépendante. Cette glycoprotéine de 120 kDa appartient à la 

superfamille des cadhérines comptant au minimum 80 membres et divisée au minimum en 6 

sous-familles majeures sur la base de la présence de domaines caractéristiques, de la structure 

du gène et de l’analyse phylogénétique des séquences protéiques (Nollet et coll., 2000). La 

cadhérine-E est le membre de cette superfamille le mieux caractérisé et représente le prototype 

des cadhérines classiques. Du point de vue structural, la cadhérine-E est composée d’un 

domaine extracellulaire, d’un domaine transmembranaire et d’un domaine cytoplasmique dont 

l’extrémité C-terminale est hautement conservée. Sa partie extracellulaire comprend 5 

modules d’ectodomaine (EC1 à EC5 en allant vers la membrane) d’environ 111 résidus 

d’acides aminés avec des motifs contenant des sites de fixation du calcium (Blaschuk et coll., 

1990; Takeichi, 1991). EC5 diffère des domaines homologues EC1 à EC4 et est également 

appelé MPED (Membrane Proximal Extracellular Domain) (Nollet et coll., 2000). 

La structure et la fonction de la cadhérine-E sont modulées par la concentration en ions 

Ca2+ du milieu (voir figure 3). En absence d’ions Ca2+ (<0,05 M), la structure de la cadhérine-

E est désorganisée et rend impossible la fonction d’adhérence. Lorsque la concentration en 

ions Ca2+ augmente, les ectodomaines vont progressivement devenir rigides et s’organiser en 

dimères. Pour une concentration supérieure à 1mM en ions Ca2+, les dimères présents sur des 

cellules voisines vont pouvoir interagir et assurer l’adhérence intercellulaire (Pertz et coll., 

1999). 
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Figure 3: Schéma de mise en place des interactions homophiliques. 
Modifié d’après (Pertz et coll., 1999). 
 

L’unité fonctionnelle classique de la cadhérine-E est proposée comme un dimère 

(Shapiro et coll., 1995; Brieher et coll., 1996; Takeda et coll., 1999). La formation de dimères 

de cadhérine-E repose sur des interactions au niveau du premier module d’ectodomaine (EC1) 

(Shapiro et coll., 1995; Overduin et coll., 1995; Nagar et coll., 1996; Tamura et coll., 1998; 

Pertz et coll., 1999) ou des deux premiers modules d’ectodomaine (EC1 et EC2). Des 

interactions au niveau des régions transmembranaires (Huber et coll., 1999) et cytoplasmiques 

(Ozawa et Kemler, 1998) sont également possibles. Iino et coll. ont également décrit la 

formation d’oligomères de cadhérine-E à la surface cellulaire (de dimères à décamères) au 

préalable de la mise en place des sites d’adhérence cellule-cellule (Iino et coll., 2001). Les 

domaines cytoplasmiques de la cadhérine-E pourraient être responsables de ce clustering à la 

surface cellulaire. De plus, ils contiennent deux régions conservées renforçant l’adhérence 

intercellulaire assurée par l’activité des ectodomaines. Le site de liaison de la caténine-

β/plakoglobine situé en extrémité carboxy-terminale de la protéine comprend une région de 30 

acides aminés contenant des résidus sérine dont la phosphorylation induit l’adhérence et 

l’affinité du complexe cadhérine-E/caténines (Stappert et Kemler, 1994; Lickert et coll., 

2000). Enfin, la région juxtamembranaire interagit avec la caténine p120 (Yap et coll., 1998), 

ARVCF (Mariner et coll., 2000) ou la préseniline-1 (Baki et coll., 2001). 
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A.4.2 LE COMPLEXE D’ADHERENCE CADHERINE-E/CATENINES: 

 

Le complexe cadhérine-E/caténines constitue l’élément structural et fonctionnel majeur 

des jonctions adhérentes des cellules épithéliales (Aberle et coll., 1996) (voir figure 4). La 

fonctionnalité de la cadhérine-E est assurée non seulement par la reconnaissance homophilique 

entre les domaines extracellulaires des molécules de cadhérine-E mais également par l’ancrage 

du domaine cytoplasmique à l’actine via les caténines (Ozawa et coll., 1989; Kintner, 1992). 

En effet, la cadhérine-E, par son domaine cytoplasmique, est liée à la caténine-β ou à la 

plakoglobine (caténine-γ), deux protéines de la famille armadillo, qui sont en compétition pour 

le même site de liaison. La caténine-β se lie directement à la queue carboxy-terminale de la 

cadhérine-E par ses répétitions armadillo (McCrea et coll., 1991; Hinck et coll., 1994). 

L’homologue de la caténine-β, la plakoglobine, peut se substituer à la présence de la caténine-

β dans les complexes cadhérine-E/caténines sans déficit de l’adhérence intercellulaire, son rôle 

restant néanmoins méconnu (Butz et Kemler, 1994; Haegel et coll., 1995). A leur tour, ces 

deux caténines lient la caténine-α qui interagit avec le cytosquelette d’actine directement ou 

via des intermédiaires tels que la vinculine, l’α-actinine et ZO-1 (Imamura et coll., 1999). La 

caténine-α se lie notamment à la partie amino-terminale de la caténine-β liée à la cadhérine-E 

et à la F-actine (Jou et coll., 1995). La caténine p120 appartient, elle aussi, à la famille des 

protéines armadillo et se lie à la partie transmembranaire de la cadhérine-E par le biais de ses 

domaines répétitifs armadillo (Anastasiadis et Reynolds, 2000; Thoreson et coll., 2000). La 

caténine p120 stabilise la cadhérine-E à la membrane et régule son turnover (Davis et coll., 

2003). La caténine p120 influence ainsi directement l’adhérence en contrôlant le taux de 

cadhérine-E disponible à la membrane. La présenilline-1 (PS1) se concentre aux contacts 

intercellulaires épithéliaux et entre en compétition avec la caténine p120 pour la liaison au 

domaine juxtamembranaire de la cadhérine-E (Baki et coll., 2001). Cette interaction stimule la 

liaison cadhérine-E/caténines, permet l’association au cytosquelette et augmente l’agrégation 

cellulaire. La caténine-β liée à la cadhérine-E ou la plakoglobine peuvent lier PS1 (Murayama 

et coll., 1998; Levesque et coll., 1999) formant un complexe trimérique stable dans lequel 

chaque membre se lie directement aux deux autres. Un certain nombre de protéines sont 

également co-localisées au niveau des jonctions adhérentes et vont interagir directement ou 

indirectement. Parmi elles, la nectine-2, une protéine membranaire de la famille des 

immunoglobulines, et la ponsine liées à l’afadine (Mandai et coll., 1997; Mandai et coll., 
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1999), la protéine LIN-7, la protéine membranaire vezatine liée à la myosine VIIA 

(Nagafuchi, 2001) participent aux complexes multimoléculaires des jonctions adhérentes. Des 

régulateurs de la polymérisation de l’actine tels que Arp2/3 sont également rencontrés. Enfin, 

la capacité des caténines à interagir avec des protéines associées aux microtubules Mt-BPs 

(microtubule-plus-end-binding proteins) permet la connexion de la cadhérine-E au réseau de 

microtubules (D'Souza-Schorey, 2005). 

 

 
 

Figure 4: Représentation des interactions au niveau des jonctions adhérentes. 
L’interaction directe de la caténine-β et indirecte de la caténine-α à la partie cytoplasmique de la cadhérine-E 
relie les dimères de cadhérine-E au cytosquelette d’actine et aux protéines liant l’actine (α-actinine, vinculine, 
Arp2/3, myosine VI). Dans ce complexe cadhérine-E/caténines, la plakoglobine peut se substituer à la caténine-β. 
La caténine p120 et/ou ARVCF se lient à la région juxtamembranaire de la partie cytoplasmique de la cadhérine-
E. Des interactions sont possibles entre le complexe cadhérine-E/caténines et l’afadine liée à la nectine-2 et la 
ponsine, ajuba, ZO-1 et la vezatine via la myosine VIIa. 
 

A.4.3 REGULATION DU COMPLEXE CADHERINE-E/CATENINES: 

 

Plusieurs processus cellulaires sont capables de moduler la fonction des complexes 

cadhérine-E/caténines, notamment la phosphorylation des composants de ces complexes, 

l’internalisation et le recyclage de la cadhérine-E et l’activité des membres de la famille Rho 

des GTPases. 
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A.4.3.1 Phosphorylation du complexe cadhérine-E/caténines: 

 

L’intégrité structurale et fonctionnelle des complexes cadhérine-E/caténines est régulée 

en partie par la phosphorylation de ces composants (Lilien et coll., 2002). La phosphorylation 

des résidus sérine et thréonine de la caténine-β ou de la cadhérine-E augmente la stabilité des 

complexes cadhérine-E/caténines (Lickert et coll., 2000; Bek et Kemler, 2002). De manière 

générale, l’activation des tyrosines kinases provoque une perte d’adhérence et une 

augmentation du niveau de caténine-β cytoplasmique soit par libération directe de la caténine-

β ou soit par activation de l’endocytose de la cadhérine-E. A l’opposé, l’activation des 

tyrosines phosphatases (PTPases) stabilise les complexes cadhérine-E/caténines et augmente 

l’adhérence intercellulaire (Nelson et Nusse, 2004). 

La phosphorylation des résidus tyrosine des caténines est largement impliquée dans la 

régulation de l’adhérence (Gumbiner, 2000). Des études ont montré que la phosphorylation de 

la caténine-β par les kinases Src, Abl, Fer et Fyn ou les récepteurs à activité tyrosine kinase (c-

met, RON, ErbB2) provoque une diminution de l’association de la caténine-β avec la 

cadhérine-E et la caténine-α et ainsi désorganise les complexes cadhérine-E/caténines (Roura 

et coll., 1999; Huber et Weis, 2001; Rhee et coll., 2002; Piedra et coll., 2003). D’autre part, la 

phosphorylation de la caténine p120 par Src ou Fer induit la perte des complexes cadhérine-

E/caténines à la surface cellulaire (Rosato et coll., 1998). Différentes étapes de la progression 

tumorale sont ainsi corrélées avec l’activation et/ou la surexpression de ces protéines kinases 

(Mareel et Leroy, 2003; Birchmeier et coll., 2003). 

Par ailleurs, plusieurs tyrosines phosphatases (PTP) sont associées aux complexes 

cadhérine-E/caténines. La PTPµ interagit directement avec la cadhérine-E (Brady-Kalnay et 

coll., 1998) mais peut réguler l’adhérence en modulant la voie de la PKC via l’interaction 

PTPµ/RACK (Hellberg et coll., 2002). La PTPµ, de la même manière que SHP-1 (Src-

homology phosphatase type-1), peut également se lier à la caténine p120 provoquant sa 

déphosphorylation (Zondag et coll., 2000). Enfin, les phosphatases LAR-PTP (Leukocyte 

Antigen-Related Protein Tyrosine Posphatase), PTPκ et PTPλ interagissent avec la caténine-β 

et contrôlent sa phosphorylation (Fuchs et coll., 1996). La régulation de la phosphorylation des 

résidus tyrosine résulte donc de l’action combinée et compétitive des tyrosines kinases et des 

phosphatases. 
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A.4.3.2 Internalisation et recyclage de la cadhérine-E: 

 

A l’état stationnaire, la cadhérine-E est sujette à l’endocytose et au recyclage à la 

surface cellulaire (Le et coll., 1999). L’augmentation de ces processus en absence de contacts 

cellulaires met en évidence l’implication de mécanismes dynamiques modulant l’expression 

de la cadhérine-E et l’adhérence. Notamment, on note l’intervention de vésicules recouvertes 

de clathrine permettant l’internalisation de la cadhérine-E à partir de la surface cellulaire 

(D'Souza-Schorey, 2005). Collectivement, ARF6, la dynamine et Nm23-H1 sont connus pour 

réguler l’endocytose de la cadhérine-E par ces vésicules et induire la dispersion cellulaire 

(D'Souza-Schorey, 2005). La glycosylation du domaine cytoplasmique de la cadhérine-E peut 

également réguler le transport de la cadhérine-E à la surface cellulaire et semble être impliqué 

dans la répression rapide de l’adhérence des cellules apoptotiques (Zhu et coll., 2001). Ceci 

met en avant la régulation dynamique par des glycosyltransférases et des glycosidases. Fujita 

et coll. décrivent également des mécanismes de dégradation par ubiquitination ciblant le 

complexe cadhérine-E/caténines (Fujita et coll., 2002). Notamment, Hakai, une E3 ligase, 

assure l’ubiquitination de la cadhérine-E et de la caténine-β phosphorylées permettant 

l’endocytose du complexe. La caténine p120 intervient dans la stabilisation de la cadhérine-E 

à la surface cellulaire, facilite son recyclage en favorisant son transport et en prévenant sa 

dégradation par le protéasome (D'Souza-Schorey, 2005). Enfin, il a été récemment montré que 

l’activation de Ra1 A, une protéine de la famille Rho GTPase, permet l’exocytose des 

molécules de cadhérine-E de l’endosome vers la surface cellulaire (Shipitsin et Feig, 2004). 

 

A.4.3.3 Rôle des GTPases de la famille de Rho: 

 

 Le rôle de la protéine GTPase Rac1 dans la promotion de la formation des jonctions 

adhérentes est désormais bien établi. L’activation soutenue de Rac1 dans des cellules 

épithéliales induit l’accumulation de filaments d’actine polymérisée au niveau des contacts 

cellulaires et augmente l’adhérence par la cadhérine-E (Braga et coll., 1997; Noren et coll., 

2001; Ehrlich et coll., 2002). Dans le même sens, la surexpression de Tiam 1, une GEF 

(Guanine Exchange Factor) régulant l’activité de Rac1 et localisée dans les jonctions 

adhérentes, a des effets similaires (Hordijk et coll., 1997). L’activation des GTPAses Rac1 et 

Cdc42 bloque l’endocytose de la cadhérine-E probablement en facilitant la polymérisation de 

l’actine (Izumi et coll., 2004). En plus de contrôler la dynamique de la polymérisation de 

l’actine au site d’adhérence intercellulaire, Rac1 et Cdc42 affectent la structure des jonctions 
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adhérentes. En effet, Rac1 et Cdc42 sont capables de se lier à la protéine IQGAP activant les 

GTPases (Van Aelst et D'Souza-Schorey, 1997). IQGAP liant Rac1 ou Cdc42 va alors 

interagir avec la caténine-β et ainsi empêcher l’interaction caténine-β-caténine-α (Fukata et 

coll., 2001). Les effets de l’activation de RhoA sur les jonctions adhérentes semblent être 

similaires à ceux observés pour Rac1 et cdc42 bien que peu de données soient connues sur ce 

sujet (Braga, 2002a). 

 

A.4.4 FONCTIONS DE LA CADHERINE-E: 

 
 La cadhérine-E n’a pas uniquement pour fonction de permettre l’adhérence 

intercellulaire mais peut jouer un rôle dans la transduction de signaux de l’extérieur de la 

cellule vers le cytoplasme de nature à influencer les programmes morphogénétiques contrôlant 

l’intégrité structurale et fonctionnelle de l’épithélium (Delmas et coll., 1999; Blaschuk et 

Rowlands, 2002). La nature des voies biochimiques empruntées par la cadhérine-E est encore 

méconnue. Cependant, il est désormais démontré que certaines protéines associées à la 

cadhérine-E dans les jonctions intercellulaires interviennent de manière importante dans ces 

voies. 

 

A.4.4.1 Régulation des récepteurs à activité tyrosine kinase: 

 

 De manière réciproque, la cadhérine-E est capable de moduler la signalisation des 

récepteurs à activité tyrosine kinase (Wheelock et Johnson, 2003). Lors de la mise en place des 

jonctions adhérentes, la cadhérine-E peut induire le recrutement et l’activation du récepteur de 

l’EGF indépendamment de son ligand et provoquer consécutivement une activation des MAP 

kinases et de rac1 (Pece et Gutkind, 2000; Betson et coll., 2002). Des observations 

contradictoires réalisées par Laprise et coll. montrent cependant une répression de l’activité 

des MAP kinases par la cadhérine-E via la voie PI3-kinase (Laprise et coll., 2004). Qian et 

coll. expliquent que la faible expression de la cadhérine-E (faible densité cellulaire) provoque 

l’activation des récepteurs à l’EGF, de Ras et des MAP kinases favorisant ainsi la mobilité 

cellulaire. La forte expression de la cadhérine-E (forte densité cellulaire) mène, quant à elle, à 

l’immobilisation des récepteurs à l’EGF et altère l’affinité du site de liaison pour son ligand 

renforçant ainsi l’adhérence intercellulaire (Qian et coll., 2004). Ces mécanismes permettraient 

donc le contrôle de la prolifération cellulaire par la cadhérine-E. 
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A.4.4.2 Régulation de la voie Wnt: 

 

En séquestrant la caténine-β à la surface cellulaire, la cadhérine-E agit comme un 

régulateur négatif de la voie Wnt. En effet, la caténine-β constitue un élément central dans la 

cascade de signalisation Wnt en relayant le signal dans le noyau (Logan et Nusse, 2004). 

La voie Wnt intervient largement dans le développement embryonaire normal de 

nombreux tissus et l’homéostasie des tissus adultes (Logan et Nusse, 2004). Cette voie est 

exceptionnelle quant à sa complexité et au nombre d’éléments qui la constituent (voir figure 

5). La voie Wnt est, tout d’abord, initiée par la liaison de ligands Wnt (19 ont été identifiés 

chez l’homme) sur deux récepteurs, Frizzled et LRP-5/6 (Lipoprotein Receptor-related 

Proteins 5 and 6). En absence de ligands Wnt, la caténine-β est destinée à être dégradée après 

sa phopshorylation par les protéines serine/thréonine kinases GSK-3β (Glycogen Synthase 

Kinase-3β) (Yost et coll., 1996), CK1α (Casein Kinase 1α) (Amit et coll., 2002; Yanagawa et 

coll., 2002) associées à l’axine et l’APC (Adenomatous Polyposis Coli) (Hart et coll., 1998; 

Kishida et coll., 1998). Ce complexe est ensuite reconnu par la β-TrCP (β-Transducin Repeat-

Containing-Protein), ubiquitiné et dégradé par le protéasome. 

En présence de ligands Wnt, la phosphorylation des deux récepteurs provoque le 

recrutement des protéines dishevelled (Dsh) et axine à la membrane. L’absence de l’axine 

dans le complexe de dégradation ainsi que la déphosphorylation de la caténine-β par la 

phosphatase PP2A ont pour conséquence de stabiliser la caténine-β dans le cytoplasme (Cliffe 

et coll., 2003; Yang et coll., 2003; Tamai et coll., 2004). La caténine-β peut alors gagner le 

noyau où elle va jouer un rôle de co-facteur de la transcription de gènes cibles participant au 

développement par interaction avec les facteurs TCF/LEF liés à l’ADN (Behrens et coll., 

1996; Molenaar et coll., 1996; van de et coll., 1997a). En absence de signal Wnt, TCF agit 

comme un répresseur des gènes cibles de Wnt (Brannon et coll., 1997) en formant un 

complexe avec Groucho (Cavallo et coll., 1998). Une fois dans le noyau, la caténine-β 

convertit le complexe répresseur TCF en complexe d’activation transcriptionnelle en le 

dissociant de Groucho et en recrutant l’histone acétylase CBP/p300 (Cyclic AMP response 

element-Binding Protein) et la protéine TBP (TATA box Binding Protein) (Hecht et coll., 

2000). Les protéines Brg-1, Pontine, Reptine, Legless/BCL9 (Lgs) et Pygopus (Pygo) 

interviennent également en tant que co-activateurs du complexe caténine-β/TCF (Brembeck et 

coll., 2006). A l’opposé, Chibby et ICAT (Inhibitor of β-Catenin And TCF) constituent des 
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répresseurs de l’activité de la caténine-β.  NLK/Nemo et la protéine 14.3.3 régulent, quant à 

eux, l’activité du TCF par phosphorylation (Logan et Nusse, 2004). 

 

 

A B 

Figure 5: Rôle central de la caténine-β dans la voie de signalisation Wnt et les complexes 
d’adhérence. 
A. Lorsque la voie Wnt n’est pas activée, la caténine-β est amenée à être dégradée par le protéasome via la 
formation d’un complexe Axine/cat-β/APC phosphorylé par GSK3 et CK1α. B. La voie Wnt est stimulée par la 
fixation d’un ligand Wnt sur le récepteur Frizzled ou par la dissociation du complexe d’adhérence cadhérine-
E/caténines. La caténine-β échappe alors à la dégradation, s’accumule dans le cytoplasme et peut être délocalisée 
dans le noyau. En formant un complexe avec les facteurs de transcription TCF, elle va pouvoir activer la 
transcription de gènes cibles. 

 

La régulation négative de la voie Wnt par la cadhérine-E peut être perturbée par 

l’action des récepteurs aux facteurs de croissance et des tyrosines kinases qui vont réprimer 

l’expression de la cadhérine-E à travers l’activation des répresseurs Slug/Snail ou dissocier les 

complexes cadhérine-E/caténines à la surface cellulaire (Nelson et Nusse, 2004). Ainsi, les 

composants des voies Wnt et de la cadhérine-E sont liés grâce à l’activité de la caténine-β 

mais sont également interconnectés par des boucles régulatrices qui permettent la coordination 

de l’expression de gènes et l’adhérence intercellulaire. 
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A.4.4.3 Régulation de la voie de la caténine p120: 

 

Au même titre que la caténine-β, la caténine p120 est impliquée dans une voie de 

signalisation intracellulaire lorsqu’elle n’est pas associée à la cadhérine-E (voir fugure 6). 

Dans le cytoplasme, la caténine p120 joue un rôle dans la régulation des protéines Rho 

GTPases qui interviennent largement dans l’organisation du cytosquelette d’actine (Hatzfeld, 

2005). La surexpression de la caténine p120 induit un phénotype branchant caractérisé par la 

formation de longues extensions cellulaires dans les fibroblastes ou de lamellipodes dans les 

cellules épithéliales (Reynolds et coll., 1996). Il a été montré, par la suite, que ce phénotype 

peut être attribué à l’inhibition de RhoA et/ou à l’activation de Rac1 par la caténine p120 

(Anastasiadis et Reynolds, 2001). Alors que l’interaction de la caténine p120 avec RhoA 

semble directe et séquestre RhoA sous une forme GDP non active (Anastasiadis et coll., 

2000), les effets sur Rac1 apparaissent indirects via l’implication de Vav-2, une GEF (Guanine 

exchange factor) (Noren et coll., 2000). Il a été montré, par ailleurs, que l’inhibition de RhoA 

facilite la migration cellulaire (Simpson et coll., 2004). Dans ce contexte, la caténine p120 

pourrait être impliquée dans la régulation de l’équilibre entre adhérence et motilité cellulaire 

en modulant l’organisation des filaments d’actine. 

La caténine p120 a été observée également au niveau nucléaire dans des cellules 

déficientes en cadhérine-E et semble dépendre de la présence de certains domaines protéiques 

et de son interaction avec la kinésine qui favorise son transport nucléaire (Van Hengel et coll., 

1999; Roczniak-Ferguson et Reynolds, 2003; Mayerle et coll., 2003). Dans le noyau, la 

caténine p120 interagit avec Kaiso, un membre de la famille BTB/POZ (Broad complex, 

Tramtrack and Bric-a-brac/Poxvirus and Zinc finger) (Daniel et Reynolds, 1999) qui joue un 

rôle de répresseur transcriptionnel de gènes présentant des îlots méthylés CpG ou la séquence 

de reconnaissance KBS (Kaiso binding site). Le recrutement de co-répresseurs tels que 

NCOR-1 (nuclear receptor co-repressor 1) (Yoon et coll., 2003), CTCF (CTC-binding factor) 

(Defossez et coll., 2005) et groucho (Park et coll., 2005) semble essentiel à la fonction de 

Kaiso. Par ailleurs, Kaiso peut également se lier aux facteurs TCF/LEF et inhiber leur liaison à 

la caténine-β nucléaire (van Roy et McCrea, 2005). Le rôle de l’association caténine 

p120/Kaiso reste méconnu, cependant il semble que la caténine p120 lève la répression 

transcriptionnelle de Kaiso en le dissociant de l’ADN. Par ailleurs, la transcription de certains 

gènes cibles de la voie canonique est réprimée par Kaiso (van Roy et McCrea, 2005). Par 
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conséquent, ces données suggèrent que la caténine p120 et la caténine-β régulent de manière 

coordonnée les gènes cibles de la voie Wnt en conjonction avec les répresseurs Kaiso et 

TCF/LEF (van Roy et McCrea, 2005). 

 

 

A B 

 

Figure 6: Croisement entre les voies p120/Kaiso et Wnt. 
A. En absence de ligands Wnt ou lorsque la cadhérine-E est présente en forte quantité, la caténine-β et la p120 
sont liées à la cadhérine-E et assurent l’adhérence intercellulaire. La caténine-β est phosphorylée par CK1 et 
GSK-3 avec la contribution d’un complexe macromoléculaire qui mène à sa dégradation par le protéasome. Kaiso 
transite par les pores nucléaires sous l’influence de facteurs environnementaux. Dans le noyau, Kaiso s’associe 
avec des co-répresseurs (CoR) et HDAC et va réprimer des gènes présentant des séquences KBS (Kaiso-binding 
site) ou des ilôts CpG méthylés (mCpG-mCpG) dans leur domaine régulateur. Les complexes groucho-LEF/TCF 
répriment des gènes présentant une séquence LBS (LEF binding site). B. Si la cadhérine-E est mutée ou réprimée, 
la caténine-β et la p120 sont redistribuées dans le cytoplasme. Là, la caténine p120 peut moduler l’activité de Rac 
et Rho. La caténine-β cytoplasmique s’accumule car elle n’est plus dégradée. La caténine-β et la p120 peuvent 
alors pénétrer dans le noyau et s’associer à LEF/TCF et Kaiso, respectivement. Chaque caténine lève la 
répression de la transcription de gènes cibles. DAAM1, dishevelled-associated activator of morphogenesis 1; 
GBP, GSK3-binding protein. Modifié d’après (van Roy et McCrea, 2005). 
 
A.4.5 LA CADHERINE-E: UN SUPRESSEUR DE TUMEUR ET D’INVASION: 

 

La perte d’expression ou de fonctionnalité des complexes cadhérine-E/caténines a été 

décrite comme intervenant dans le développement et la progression de la plupart des 
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carcinomes. Notamment, la dérégulation de la cadhérine-E est associée à la dédifférenciation, 

l’invasion, la transition épithélio-mésenchymateuse, le potentiel métastatique et un mauvais 

pronostic. La cadhérine-E a alors été définie comme un suppresseur de tumeur et d’invasion. 

Par ailleurs, les modifications du profil d’expression de la cadhérine-E et des caténines 

observées mettent en évidence la multiplicité des mécanismes d’inactivation impliqués. 

 

A.4.5.1 Répression des complexes cadhérine-E/caténines dans les carcinomes: 

 
La rupture des contacts intercellulaires représente un évènement clé dans la progression 

tumorale. L’expression du complexe cadhérine-E/caténines au cours de la progression 

tumorale a fait l’objet de nombreuses études, la majorité d’entre elles s’étant intéressée au rôle 

de la cadhérine-E. La perte d’expression de la cadhérine-E et/ou de sa fonction a été observée 

au cours de la progression de nombreux carcinomes (Takeichi, 1993; Birchmeier et Behrens, 

1994). En effet, de nombreuses études immunohistochimiques menées avec des échantillons 

variés de tumeur ont démontré que l’expression aberrante de la cadhérine-E est associée aux 

caractéristiques histopathologiques de la tumeur (différenciation, statut invasif), le stade 

tumoral, la présence de métastases locales et distantes, la rechute et la survie des patients 

(Behrens et coll., 1999; Brennes et coll., 2002; Berx et van Roy, 2001; Nair et coll., 2006; 

Birchmeier et coll., 1999). Par ailleurs, la perte d’expression de la cadhérine-E est également 

associée à l’induction de la transition épithélio-mésenchymateuse qui survient lors de 

l’invasion (Christofori et Semb, 1999; Thiery, 2002). Dans certains types de tumeurs, la 

cadhérine-E est absente du foyer tumoral primaire mais semble rétablie dans les métastases 

des mêmes patients suggérant que sa répression soit un événement transitoire (Schipper et 

coll., 1991). Face aux données contradictoires obtenues quant à la valeur pronostique de la 

cadhérine-E, de nombreuses études se sont intéressées simultanément au profil d’expression 

des caténines. Ainsi, une corrélation entre la perte d’expression globale des complexes 

cadhérine-E/caténines et l’agressivité de plusieurs types de tumeurs a pu être observée (Hao et 

coll., 1997; Bailey et coll., 1998; Washington et coll., 1998; Silye et coll., 1998; Carico et 

coll., 2001; Papadavid et coll., 2001; Papadavid et coll., 2002). Selon certaines données, la 

perte de la caténine-α possède aussi une valeur pronostique importante dans certains 

carcinomes (Matsui et coll., 1994; Umbas et coll., 1997; Vermeulen et coll., 1999; Saito et 

coll., 2000). Très étudiée dans la tumorigenèse colorectale, la caténine-β est considérée 

comme un oncogène important pour son implication dans la voie Wnt (Behrens, 2005). 

Notamment, une forte accumulation nucléaire de la caténine-β traduisant l’activité 
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constitutionnelle de la voie Wnt a été observée dans des tumeurs colorectales (Brabletz et 

coll., 1998; Brabletz et coll., 2001; El Bahrawy et coll., 2001), ainsi que dans des sarcomes 

synoviaux (Sato et coll., 2001) et endométriaux (Palacios et coll., 2001). Au contraire, on 

observe une perte d’expression de la caténine-β dans d’autres types de tumeurs (Garcia del 

Muro et coll., 2000; Sugio et coll., 2002). La fonction de la plakoglobine dans les carcinomes 

humains n’est pas encore claire mais semble jouer un rôle différent des autres caténines 

(Syrigos et coll., 1998). Dans de nombreux cas, l’expression anormale de la plakoglobine a 

une valeur pronostique particulière par rapport aux autres composants des complexes 

cadhérine-E/caténines (Bukholm et coll., 1998; Cerrato et coll., 1998; Papadavid et coll., 

2002). En ce qui concerne la caténine p120, la perte de son expression a été observée dans des 

carcinomes de sein et de prostate (Dillon et coll., 1998; Kallakury et coll., 2001a; Kallakury et 

coll., 2001b). Néanmoins, une accumulation nucléaire de la caténine p120 a été également 

observée dans un grand nombre de lignées cellulaires tumorales et de cancers qui n’expriment 

plus la cadhérine-E (Van Hengel et coll., 1999; Roczniak-Ferguson et Reynolds, 2003; 

Mayerle et coll., 2003). Récemment, des études ont montré que la délocalisation de la caténine 

p120 dans le cytoplasme est associée à la progression tumorale et au mauvais pronostic de 

carcinomes de poumon et de colon (Bellovin et coll., 2005; Wang et coll., 2006). 

L’expression aberrante d’autres membres de la famille des cadhérines a aussi été 

observée dans les carcinomes. Notamment, en accord avec l’idée d’un switch des cadhérines, 

l’expression de novo des cadhérines-N et -P a été reportée in vivo dans des tumeurs cadhérine-

E négatives (Van Aken et coll., 2001; Gamallo et coll., 2001). L’expression de ces deux 

cadhérines est également associée à l’agressivité des carcinomes tels que les carcinomes 

mammaires (Kovacs et Walker, 2003; Nagi et coll., 2005) suggérant leur implication 

fonctionnelle dans la progression tumorale. 

 

A.4.5.2 Mécanismes réprimant la cadhérine-E dans les carcinomes: 

 

Au cours de la progression tumorale, le gène de la cadhérine-E peut être inactivé par 

différents mécanismes. Les mécanismes associés à la perte d’expression de la cadhérine-E 

dans les carcinomes incluent les mutations inactivantes, la perte d’hétérozygotie (loss of 

heterozygoty, LOH) et la régulation négative de l’expression du gène CDH1 par méthylation 

de son promoteur et/ou répression transcriptionnelle. Ces différents mécanismes peuvent 

intervenir de manière combinée. 
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A.4.5.2.1 Inactivation génétique du gène CDH1: 
 

Le gène CDH1 de la cadhérine-E humaine a été localisé dans la région chromosomique 

16q22.1 (Mansouri et coll., 1988; Natt et coll., 1989). Le bras long du chromosome 16 est une 

cible pour la LOH dans différents types de carcinomes (Strathdee, 2002). Les premières études 

menées sur des carcinomes hépatocellulaires et des cancers du sein ont démontré que la LOH 

dans cette région est associée à des tumeurs à fort potentiel métastatique (Tsuda et coll., 1990; 

Sato et coll., 1990). Par la suite, de nombreuses études ont montré la corrélation entre la 

survenue de LOH dans la région 16q et la perte de la cadhérine-E dans des cancers du sein. 

(Berx et coll., 1995a; Berx et coll., 1996; Bukholm et coll., 1997; Huiping et coll., 1999; Etzell 

et coll., 2001). Par ailleurs, quelques études suggèrent une implication possible des altérations 

de la p53 dans la haute fréquence de LOH pour la cadhérine-E (Bukholm et coll., 1997; Garcia 

del Muro et coll., 2000; Wang et coll., 2000). 

Pour leur part, les mutations inactivant le gène de la cadhérine-E sont essentiellement 

retrouvées dans les carcinomes gastriques diffus et les carcinomes mammaires lobulaires et 

concernent rarement les autres types de tumeurs (Berx et coll., 1998). Ces mutations sont 

détectées très précocement suggérant une importance particulière de la perte de la cadhérine-E 

dans le développement de ce type de tumeur et renforçant le rôle de suppresseur de tumeur de 

la cadhérine-E (Strathdee, 2002). Dans le même ordre d’idée, des mutations de la cadhérine-E 

ont été observées chez des enfants présentant des cancers gastriques familiaux (Gayther et 

coll., 1998; Guilford et coll., 1998). De manière générale, les altérations génétiques les plus 

fréquentes touchant le gène CDH1 dans les tumeurs impliquent des sauts d’exons et des 

mutations hors cadre en combinaison avec une perte d’hétérozygotie (Berx et coll., 1998). 

 

A.4.5.2.2 Inactivation épigénétique du gène CDH1: 
 

A coté des mécanismes d’inactivation génétiques, des mécanismes de répression 

transcriptionnelle ont été proposés pour expliquer la répression de la cadhérine-E dans les 

carcinomes humains. 

 

A.4.5.2.2.1 Inactivation de la cadhérine-E par hyperméthylation: 
 

Le processus d’hyperméthylation consiste en un recrutement de protéines liant l’ADN 

méthylé (MBDs) et possédant une activité histone désacétylase (HDACs), lesquelles 

contribuent mutuellement à la compaction de l’ADN dans la région promotrice et 
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l’inactivation du gène. En ce qui concerne la cadhérine-E, des îlots CpG ont été identifiés à 

l’intérieur de sa région promotrice (Berx et coll., 1995b). L’hyperméthylation aberrante de ces 

îlots CpG a été montrée comme étant associée à la diminution de l’expression de la cadhérine-

E dans différentes lignées cellulaires tumorales (Graff et coll., 1995; Yoshiura et coll., 1995) 

et différents types de carcinomes (Auerkari, 2006). De nombreuses études ont montré 

également que l’hyperméthylation du promoteur de la cadhérine-E est corrélée à la 

progression tumorale et la dissémination métastatique (Nass et coll., 2000). 

 

A.4.5.2.2.2 Répression transcriptionnelle: 
 

L’expression de la cadhérine-E est contrôlée par des structures conservées dans son 

promoteur et notamment une boîte CCAAT, des boîtes GC avec un rôle de régulateur positif et 

deux boîtes E (CACCTG) avec un rôle de répresseur (Nollet et coll., 1999). La perte 

d’expression de la cadhérine-E dans des cellules tumorales semblent être provoquée par des 

facteurs de régulation connus pour leur fonction d’inducteurs de la transition épithélio-

mésenchymateuse (TEM) et qui ciblent les éléments cités du promoteur de la cadhérine-E et 

régulent son activité (Huber et coll., 2005) (Figure 7). 

Le facteur de transcription en doigt de zinc Snail apparaît comme le répresseur majeur 

de la cadhérine-E dans la plupart des études s’intéressant à la progression tumorale (Huber et 

coll., 2005). Il a été montré que Snail, en se liant aux boîtes E, réprime l’expression de la 

cadhérine-E et induit la TEM, la croissance tumorale, l’invasion et la production de métastases 

par des cellules cancéreuses épithéliales (Batlle et coll., 2000; Cano et coll., 2000). De la 

même manière, les facteurs de transcription en doigt de zinc Slug, SIP1/ZEB2, δEF1/ZEB-1 et 

le facteur de transcription hélice-boucle-hélice (bHLH) E12/E47 répriment la transcription de 

la cadhérine-E en se liant directement aux boîtes E présentes dans le promoteur du gène 

(Remacle et coll., 1999; Perez-Moreno et coll., 2001; Comijn et coll., 2001; Hajra et coll., 

2002). Notamment, une association entre la répression de la cadhérine-E et l’expression de ces 

facteurs a été observée dans diverses lignées cellulaires tumorales et différents types de 

carcinomes (Huber et coll., 2005). Par ailleurs, les protéines inhibitrices de la différenciation 

(Id) Id2 et Id3 interagissent avec les protéines E2A et préviennent la répression du promoteur 

de la cadhérine-E (Kowanetz et coll., 2004). Enfin, le facteur de transcription bHLH Twist, a 

récemment été identifié comme un nouveau répresseur de la cadhérine-E et un inducteur de la 

TEM (Yang et coll., 2004; Kang et Massague, 2004). 
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D’autres facteurs de régulation ne présentant aucune activité intrinsèque de liaison au 

promoteur de la cadhérine-E vont réprimer également l’expression de la cadhérine-E en 

agissant en amont des répresseurs transcriptionnels. Notamment, le TGF-β réprime à la fois les 

protéines Id (Kowanetz et coll., 2004; Kondo et coll., 2004) et active les membres de la 

famille Snail ce qui établit un lien entre la signalisation du TGF-β, la répression de la 

cadhérine-E et l’initiation de la TEM (Comijn et coll., 2001; Peinado et coll., 2003). D’autre 

part, il a été montré que la sérine/thréonine kinase ILK (Integrin Linked Kinase) réprime 

l’expression de la cadhérine-E en activant le facteur de transcription Snail (Tan et coll., 2001). 

Enfin, différentes études ont montré que d’autres facteurs de régulation comme le récepteur à 

activité tyrosine kinase ErbB2 (D'Souza et Taylor-Papadimitriou, 1994), c-Fos (Reichmann et 

coll., 1992), la COX-2 (cyclooxygénase-2) (Tsujii et DuBois, 1995), la cytokine pro-

inflammatoire IL-6 (Asgeirsson et coll., 1998) et le TNF-α (Perry et coll., 1999) possédent une 

activité de répression de la cadhérine-E dans des cellules tumorales épithéliales. 

 

 
 

Figure 7: Régulation de l’expression de la cadhérine-E: 
Les protéines contenant un domaine en doigt de zinc SIP-1, δEF-1, Snail et Slug (en vert) et les facteurs de 
transcription en hélice-boucle-hélice E12/E47 et Twist (bleu) sont d’importants répresseurs qui se lient aux boîtes 
E du promoteur de la cadhérine-E. Les protéines Id (en mauve) répriment les protéines E12/E47. Les facteurs 
induisant la TEM comme le TGF-β ou les RTKs activent l’expression de Snail et SIP-1. ErbB2, TNF-α, IL-6, c-
Fos et COX-2 sont des répresseurs de la cadhérine-E sans activité intrinsèque de liaison au promoteur de la 
cadhérine-E. Modifié et traduit d’après (Huber et coll., 2005). 

 

A.4.5.2.3 Inactivation post-traductionnelle de la cadhérine-E: 

A.4.5.2.3.1 Inhibition par phosphorylation des tyrosines: 

 

Les changements du statut de phosphorylation des cadhérines et des caténines assuré 

par des protéines tyrosine kinases et des phosphatases peuvent constituer un mécanisme 
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régulateur des complexes cadhérine-E/caténines au niveau post-traductionnel. Il a été 

démontré que la diminution de la phosphorylation de la cadhérine-E est associée à une 

expression cytoplasmique de la cadhérine-E, de la caténine-α et de la caténine-β dans des 

groupes de cellules invasives au sein de carcinomes broncho-pulmonaires primaires humains 

(Nawrocki et coll., 1998). Plusieurs études se sont intéressées également à la phosphorylation 

de la caténine-β et mettent en évidence son rôle important dans l’invasion, les métastases et la 

morphogenèse des cellules cancéreuses. En effet, il a été montré que la répression de la 

fonction des complexes cadhérine-E/caténines par la phosphorylation de la caténine-β se 

traduit par la diminution de la cohésion cellulaire (Matsuyoshi et coll., 1992) et l’induction de 

l’invasion in vitro (Behrens et coll., 1993). Il a été prouvé que la phosphorylation de la 

caténine-β altère sa liaison à la cadhérine-E mais pas sa fonction de transactivation avec LEF-

1 (Kim et Lee, 2001). Cependant, une forte phosphorylation de la caténine-β est observée dans 

des lignées cellulaires cancéreuses généralement adhérentes qui ne présentent ni mutations ni 

diminution de l’expression de la cadhérine-E, de la caténine-α et de la caténine-β (Shibata et 

coll., 1994). D’autres études ont montré l’implication des récepteurs ErbB2 et c-met ainsi que 

de la tyrosine kinase Src dans la phosphorylation élevée de la caténine-β de manière associée à 

la dédifférenciation, la motilité cellulaire, l’invasion et les métastases (Shibata et coll., 1996; 

Nakopoulou et coll., 2000; Kitada et coll., 2001; Li et coll., 2001). 

 

A.4.5.2.3.2 Clivage de la cadhérine-E: 
 

Le domaine extracellulaire de la cadhérine-E existe sous la forme de peptides solubles 

de 80 kDa. Cette cadhérine-E soluble (sE-cad) est produite par clivage de la partie de 

l’ectodomaine de la protéine de cadhérine-E transmembranaire de 120 kDa. Notamment, des 

taux élevés circulants de cadhérine-E soluble ont été observés dans le sérum et l’urine de 

patients souffrant de différents types de cancers (Katayama et coll., 1994; Banks et coll., 1995; 

Griffiths et coll., 1996; Sundfeldt et coll., 2001). De plus, il a été démontré que la 

stromélysine-1 (MMP-3) et la matrilysine (MMP-7) sont capables de cliver la cadhérine-E et 

de libérer la cadhérine-E soluble (Lochter et coll., 1997; Noe et coll., 2001). Une autre forme 

tronquée de la cadhérine-E de 97 kDa (E-Cad97) ancrée à la membrane a été identifiée dans 

des cellules épithéliales mammaires et prostatiques (Vallorosi et coll., 2000). Ce fragment 

résulte du clivage de la cadhérine-E au niveau du domaine cytoplasmique et a perdu la 

possibilité de lier la caténine-β ce qui rend la protéine non fonctionnelle. Une autre étude 
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montre l’accumulation de cette forme de cadhérine-E dans des cancers de la prostate par 

rapport aux tissus normaux adjacents (Rashid et coll., 2001). Depuis, une troisième forme 

tronquée de la cadhérine-E de 100 kDa (E-Cad100) a été identifiée avec une distribution moins 

importante que la forme tronquée à 97 kDa dans les cancers de la prostate mais semble être 

présente dans toutes les tumeurs métastatiques de prostate examinées (Rios-Doria et coll., 

2003). Le fragment E-Cad100 est incapable de lier la caténine-β, la caténine-γ ou la p120 et 

présente un site de clivage par la calpaïne. D’autres expériences montrent ainsi que la calpaïne 

est capable de cliver la cadhérine-E et de libérer le fragment E-Cad100. 

 

A.4.5.2.3.3 Inhibition par des protéoglycannes de surface: 

 

Les protéoglycannes présents à la surface cellulaire peuvent interférer potentiellement 

par encombrement stérique avec les interactions homophiliques entre les molécules de 

cadhérine-E et induire un phénotype invasif associé à la perte de fonctionnalité de la 

cadhérine-E (Vleminckx et coll., 1994). On observe une surexpression de la glycoprotéine de 

type mucine épisialine/MUC1 sur la surface entière des cellules de carcinomes (Kufe et coll., 

1984). La suppression de la fonction des complexes cadhérine-E/caténines par MUC1 a été 

démontrée dans des lignées cellulaires tumorales de sein (Kondo et coll., 1998). Une autre 

glycoprotéine membranaire associée au cancer avec un domaine de type mucine appelée 

dysadhérine, a récemment été identifiée comme réprimant la cadhérine-E au niveau protéique 

(Ino et coll., 2002). La transfection de la dysadhérine dans des cellules cancéreuses réduit 

l’adhérence et induit l’invasion. Cependant, le mécanisme de régulation pour la répression 

transcriptionnelle de la cadhérine-E par la dysadhérine n’est pas clair. Enfin, l’expression 

accrue d’Ep-CAM a été observée in vivo en association avec la prolifération et la 

dédifférenciation dans des épithéliums épidermoïdes cervicaux (Ino et coll., 2002) et mène in 

vitro à l’abolition des jonctions adhérentes en affectant l’interaction des cadhérines avec le 

cytosquelette (Litvinov et coll., 1997). 

 
A.4.5.3 Rôle fonctionnel de la cadhérine-E dans le cancer: 

 

La perte d’expression de la cadhérine-E constitue un évènement majeur pour plusieurs 

étapes de la progression tumorale et peut déréguler des systèmes importants tels que la 

prolifération, l’équilibre entre la survie et l’apoptose, la migration cellulaire et induire 

l’invasion et la dissémination métastatique. 
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En premier lieu, la cadhérine-E est définie comme un suppresseur de tumeur. Des 

expériences de transfections ont démontré l’effet suppresseur de l’expression de la cadhérine-

E sur la prolifération des cellules tumorales in vitro (Miyaki et coll., 1995) et la croissance des 

tumeurs in vivo (Meiners et coll., 1998). Les mécanismes supportant ce role de supresseur de 

tumeur sont encore inconnus. Cependant, il a été montré in vitro que l’inhibition de la 

croissance par la cadhérine-E implique l’inhibition de la voie mitogène initiée par les 

récepteurs à l’EGF (Takahashi et Suzuki, 1996) et qui en retour résulte en l’arrêt du cycle 

cellulaire via l’augmentation de la p27kip1 (St Croix et coll., 1998). De plus, la surexpression 

de p27kip1 bloque la prolifération induite par des anticorps anti-cadhérine-E (St Croix et coll., 

1998). La cadhérine-E pourrait également affecter la prolifération des cellules en séquestrant 

la caténine-β et en prévenant sa signalisation dans le noyau (Behrens, 1999). 

Le rôle le plus étudié de la cadhérine-E dans la progression tumorale demeure sa 

fonction de suppresseur d’invasion. Ce rôle a été démontré in vitro par la réversion du 

phénotype invasif des cellules tumorales suite à la transfection de l’ADNc de la cadhérine-E 

(Vleminckx et coll., 1991; Moersig et coll., 2002). Dans ce modèle, le caractère invasif des 

cellules transfectées peut être restauré par traitement avec des anticorps bloquant la cadhérine-

E ou en réduisant son expression par ARN antisens. Ces expérimentations sont en accord avec 

la corrélation inverse observée dans des lignées cancéreuses humaines entre l’expression de la 

cadhérine-E et l’invasion (Frixen et coll., 1991). Enfin, ce concept est soutenu par la transition 

d’adénomes bien différenciés en carcinomes invasifs causée par la perte de la cadhérine-E 

dans un modèle de carcinogenèse pancréatique en souris transgéniques (Perl et coll., 1998). 

La cadhérine-E possède également une fonction de suppresseur de métastases. En effet, 

il a été démontré que l’expression de la cadhérine-E dans des cellules tumorales circulantes 

supprime la capacité à former des métastases dans un modèle in vivo (Mbalaviele et coll., 

1996). Une autre étude a montré que la répression de la cadhérine-E dans les cellules 

tumorales circulantes peut conduire à la progression métastatique (Graff et coll., 2000). 

 

A.4.5.4 Conséquences de la répression de la cadhérine-E au cours de la progression 

tumorale: 

 

 En réponse à la perte d’expression et/ou l’inactivation fonctionnelle de la cadhérine-E, 

un certain nombre de mécanismes vont intervenir et favoriser la progression tumorale à 

plusieurs niveaux. Ces mécanismes mettent en jeu plusieurs voies de signalisation 

intracellulaires et régulent à terme différents acteurs de la prolifération, de l’apoptose, de la 
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migration, de l’invasion et de la dissémination métastatique. Dans ce contexte, la voie de la 

caténine-β nucléaire reste la mieux décrite à ce jour, d’autres voies pouvant cependant jouer 

un rôle important (voir figure 8). 

 

 
 

Figure 8: Voies de signalisation de la cadhérine-E impliquées dans la progression 
tumorale. 

 

A.4.5.4.1 Activation de la voie de la caténine-β nucléaire: 
 

 Suite à la perte de la cadhérine-E, on assiste à l’accumulation cytoplasmique de la 

caténine-β libre et à sa translocation nucléaire. Ce processus commun à la voie Wnt a 

largement été décrit comme impliqué dans la tumorigenèse (Gumbiner, 1997; Peifer, 1997). 

L’accumulation cytoplasmique de la caténine-β est également provoquée par la survenue dans 

certaines tumeurs de mutations touchant la caténine-β elle-même ou l'APC, l’axine ou GSK-

3β et prévenant sa dégradation par le protéasome (Giles et coll., 2003; Behrens, 2005). 

Plusieurs études menées in vitro ont montré que la caténine-β active la transcription d’un 

certain nombre de gènes cibles dont beaucoup sont associés à la progression tumorale (liste de 

toutes les cibles identifiées sur le site www.stanford.edu/~rnusse/wntwindow.html). 

Notamment, il a été montré que c-myc (He et coll., 1998) et la cycline D1 (Tetsu et 
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McCormick, 1999), deux protéines impliquées dans la prolifération, constituent des cibles de 

la caténine-β. L’activité co-transcriptionnelle de la caténine-β nucléaire est particulièrement 

impliquée dans les phénomènes de TEM et d’invasion tumorale. Ainsi, la caténine-β active 

notamment la transcription de la chaîne γ2 de la laminine (Hlubek et coll., 2001), c-jun et fra-1 

(Mann et coll., 1999), Slug (Conacci-Sorrell et coll., 2003), la vimentine (Gilles et coll., 2003), 

et les MMP-7 (Brabletz et coll., 1999; Crawford et coll., 1999), MT1-MMP (Takahashi et 

coll., 2002) et MMP-26 (Marchenko et coll., 2002). Par ailleurs, le complexe LEF1/caténine-β 

est décrit également comme supprimant l’activité transcriptionnelle de la cadhérine-E in vivo 

(Huber et coll., 1996). 

 

A.4.5.4.2 Activation de la voie de la caténine p120: 
 

La voie de la caténine p120 est très peu décrite quant à son rôle dans la tumorigenèse. 

Cependant, plusieurs études témoignent de son intérêt croissant dans ce contexte. Notamment, 

la caténine p120 cytoplasmique est impliquée dans la migration des cellules tumorales via des 

interactions avec les protéines Rho GTPases et la réorganisation du cytosquelette d’actine 

(Hatzfeld, 2005). Le rôle de la caténine p120 nucléaire est lui plus méconnu dans le contexte 

de la progression tumorale. Néanmoins, le fait que la caténine p120 interagisse avec Kaiso 

dont l’implication dans la progression cancéreuse est aujourd’hui bien établie (van Roy et 

McCrea, 2005), constitue un argument important. Ainsi, la caténine p120 peut lever la 

répression entretenue par Kaiso de plusieurs gènes cibles dont MTA2 (Metastasis-associated 

family 1, number 2) et S100A4, associés à l’agressivité des carcinomes, les gènes de 

prolifération cycline D1 et Myc, le facteur de transcription Fos (van Roy et McCrea, 2005) et 

la MMP-7 connue pour son rôle dans la promotion de l’invasion (Spring et coll., 2005). Parmi 

les cibles identifiées, on note que certaines constituent également des cibles du complexe 

caténine-β/TCF. Ceci constitue une preuve supplémentaire du fonctionnement coordonné de 

des voies Wnt et caténine p120/Kaiso (van Roy et McCrea, 2005). 

 

A.4.5.4.3 Activation de la voie de la cadhérine-E soluble: 
 

La cadhérine-E soluble de 80 kDa, après avoir été libérée par clivage, peut à son tour 

inhiber les fonctions de la cadhérine-E d’une manière paracrine (Noe et coll., 2001), d’induire 

la TEM et l’acquisition d’un phénotype infiltrant (Lochter et coll., 1997). Notamment, 

Nawrocki-Raby et coll. ont montré l’augmentation de l’expression des MMP-2, MMP-9 et 
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MT1-MMP par la sE-Cad (Nawrocki-Raby et coll., 2003a). Les mécanismes impliqués dans 

cette voie ne sont pas connus. Cependant, le peptide HAV (histidine, alanine-valine) présent 

dans l’ectodomaine EC1 de la cadhérine-E pourrait jouer un rôle important (Noe et coll., 1999; 

Makagiansar et coll., 2001) comme c’est la cas pour la cadhérine-N dont les motifs HAV 

permettent l’interaction directe avec les récepteurs FGFR1 et FGFR2 (Williams et coll., 1994; 

Williams et coll., 2001). 

 

A.4.5.4.4 Activation de la voie des Rho GTPases: 
 

L’adhérence intercellulaire par la cadhérine-E peut activer indépendamment les 

protéines Rho GTPases (Braga et coll., 1997). La désorganisation des complexes cadhérine-

E/caténines peut donc déréguler l’activité des Rho GTPases. Les Rho GTPases contrôlent un 

grand nombre de voies de signalisation intracellulaire et régulent ainsi de nombreux processus 

cellulaires. Des études in vitro impliquant les protéines Rho GTPases dans l’adhérence 

cellulaire, la migration, l’activation transcriptionnelle, la progression du cycle cellulaire, la 

survie et la transformation suggèrent que ces protéines jouent un rôle dans la formation et la 

progression des tumeurs in vivo (Malliri et Collard, 2003; Ridley, 2004). La surexpression des 

Rho GTPases a été observée dans des tumeurs et leur rôle majeur dans l’invasion tumorale a 

été mis en évidence in vitro (Braga, 2002b). Par ailleurs, les GEFs qui stimulent les échanges 

GDP/GTP sur les protéines Rho GTPases, non seulement activent ces protéines mais 

participent aussi à la sélection directe ou indirecte de leurs effecteurs, conditionnant ainsi la 

voie de signalisation empruntée (Malliri et Collard, 2003). De cette manière, les Rho GTPases 

peuvent réguler indirectement l’expression de gènes associés à la progression tumorale. La 

voie des Rho GTPases est également impliquée dans la voie Wnt depuis que Tiam-1, une GEF 

de Rac, a été identifiée comme une cible de la voie Wnt. De plus, APC, un élément important 

de la voie Wnt, peut interagir indirectement avec Rac et induire la migration ainsi que la 

perturbation des jonctions adhérentes. Enfin, la liaison des ligands Wnt peut activer Rho et 

Rac afin de favoriser la migration (Malliri et Collard, 2003). Les données actuelles démontrent 

ainsi l’implication des protéines Rho GTPases dans les différentes étapes de l’initiation et de 

la progression tumorale ainsi que l’acquisition d’un phénotype invasif par les cellules 

tumorales. 
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A.4.5.4.5 Activation de la voie des récepteurs à tyrosine kinase: 
 

Alors que les récepteurs à activité tyrosine kinase régulent l’adhérence intercellulaire, 

il est possible qu’en retour, les jonctions adhérentes influencent la signalisation de ces 

récepteurs. De manière générale, la cadhérine-E régule négativement les récepteurs à activité 

tyrosine kinase (Voir paragraphe A.4.4.1). Ainsi, la perte d’inhibition de ces récepteurs liée à 

la désorganisation des jonctions adhérentes pourrait être impliquée dans l’acquisition d’un 

phénotype migratoire et invasif (Andl et Rustgi, 2005). 

28 



Introduction 

 
A.5 LES METALLOPROTEINASES MATRICIELLES OU MMPS: 

A.5.1 LA MATRICE EXTRACELLULAIRE: 

 

La matrice extracellulaire (MEC) soutient l’adhérence des cellules et transmet des 

signaux à travers des récepteurs présents à la surface cellulaire. La MEC contient des 

collagènes, des glycoprotéines et des protéoglycannes (Egeblad et Werb, 2002). Certains 

constituants comme les ténascines, la fibronectine et différentes isoformes de la laminine sont 

trouvées dans les tumeurs et peuvent stimuler la progression tumorale (Bissell et Radisky, 

2001). La membrane basale est une MEC spécialisée qui sépare les cellules épithéliales du 

stroma sous-jacent et ainsi constitue la première barrière contre l’invasion des carcinomes. 

Les molécules de collagènes ont trois chaînes α et forment une triple hélice. Les 

collagènes fibrillaires (type I, II, II, V et XI) forment des fibrilles et influencent les fonctions 

cellulaires en interagissant avec les intégrines. Les collagènes des membranes basales forment 

quant à eux un réseau. Les cellules interagissent avec les molécules de collagène de type IV 

par l’intermédiaire des intégrines, de la laminine et des protéoglycannes à chaînes de sulfate 

d’héparanne. Les fragments protéolytiques de ces collagènes comme la tumstatine issue de la 

protéolyse de la chaîne α3 du collagène de type IV et l’endostatine, issue de la protéolyse de la 

chaîne α1 du collagène de type XVIII, peuvent inhiber l’angiogenèse (O'Reilly et coll., 1997; 

Maeshima et coll., 2000). La gélatine correspond à du collagène dénaturé produit par la 

digestion du collagènes par les collagénases. Les laminines sont des glycoprotéines 

hétérotrimériques composées des chaînes α, β et γ. Elles sont localisées principalement dans 

les membranes basales, où elles forment des réseaux avec le collagène de type IV et le 

nidogène. Les laminines affectent les fonctions cellulaires par liaison aux intégrines et à 

d’autres récepteurs. Les fibronectines sont des glycoprotéines dimériques présentes dans la 

MEC et le sang. Elles forment des fibrilles et affectent la morphologie cellulaire, l’adhérence, 

la migration et la différenciation par liaison aux intégrines. Les protéoglycannes sont 

composés d’une protéine porteuse (core protein) et d’une ou plusieurs chaînes de 

glycosaminoglycannes (GAG). Le perlecan est le protéoglycanne à chaînes de sulfate 

d’héparanne le plus répandu dans les membranes basales et est trouvé également dans le 

stroma tumoral. Les autres protéoglycannes importants sont la décorine, qui orne les fibrilles 

de collagènes, et l’aggrécanne, qui est trouvé abondamment dans les tissus cartilagineux. Le 

versicanne est le protéoglycanne composé de chaînes de sulfate de chondroïtine le plus 

répandu dans les tissus non cartilagineux. Les syndécannes, les glypigannes et le CD44 sont 
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des protéoglycannes de la surface cellulaire. L’acide hyaluronique (HA) est lui considéré 

simplement comme un glycosaminoglycanne et non un protéoglycanne car il n’est lié à aucune 

protéine. 

 

A.5.2 CARACTERISTIQUES GENERALES DES MMPS: 

 
Le remodelage de la MEC est un événement important dans de nombreux mécanismes 

physiologiques et pathologiques. De nombreux types de protéinases sont impliqués dans ce 

remodelage et spécialement les métalloprotéinases matricielles (MMPs) encore appelées 

matrixines. 

En effet, les MMPs ont la capacité de dégrader la plupart des protéines de la MEC et de 

la membrane basale. Physiologiquement, les MMPs sont impliquées au niveau du remodelage 

de la MEC lors de la morphogenèse (incluant l’angiogenèse), la cicatrisation, l’ossification, le 

cycle menstruel et l’involution des glandes mammaires post-lactation. De plus, l’activité des 

MMPs permet physiquement la migration cellulaire, et modifie la signalisation inhérente à la 

MEC. La dégradation de la MEC implique aussi la modulation des différents facteurs de 

croissance et inhibiteurs de croissance liés à la MEC par leur clivage direct, par la rupture de 

leurs liaisons à la MEC ou par la modulation de l’activité de leurs antagonistes. 

Les MMPs représentent une famille de 23 membres connus chez l’homme qui sont 

classés en sous-groupes en fonction de leur spécificité de substrat et leurs caractéristiques 

structurales. Ainsi, on retrouve les collagénases, les stromélysines, les matrilysines, les 

gélatinases, les MMPs de type membranaire et les MMPs non classées dans ces sous-groupes. 

 

A.5.2.1 Classification fonctionnelle: 

 

Les collagénases:  

 

 Le sous-groupe des collagénases comprend la MMP-1, la MMP-8, la MMP-13 et la 

MMP-18 (chez Xenopus). Ces collagénases sont capables de cliver les collagènes de type I, II 

et III mais également d’autres molécules de la MEC et protéines solubles. La MMP-1 

(collagénase-1) fut le premier membre identifié des MMPs. L’expression de la MMP-1 est 

détectée dans une variété de processus physiologiques incluant le développement 

embryonnaire et la réparation ainsi que dans plusieurs processus pathologiques comme les 

ulcéres cutannés chroniques et de nombreux types de tumeurs malignes (Ala-aho et Kahari, 
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2005). La MMP-1 clive les collagènes de types I, II, III, VII, VIII et X, l’aggrecanne, ainsi que 

les inhibiteurs de sérine protéases et la macroglobuline-α (Ala-aho et Kahari, 2005). Une 

étude récente a montré que la MMP-1 pouvait activer PAR1 (Protease Activated Receptor-1) 

par clivage du dipeptide Arg-Ser, clivé également par la thrombine, ce qui permettrait la 

croissance et l’invasion des cellules de carcinome de sein (Boire et coll., 2005). La MMP-8 

(collagénase-2) est synthétisée par les neutrophiles lors de leur maturation dans la moelle 

osseuse, stockée dans leurs granules intracellulaires et libérée en réponse à des stimuli 

externes (Hasty et coll., 1990). De plus, la MMP-8 humaine est exprimée par les chondrocytes 

du cartilage articulaire, les cellules épithéliales bronchiques et les monocytes lors de 

bronchites. Les substrats majeurs de la MMP-8 sont les collagènes I, II et III et l’aggrécanne 

(Ala-aho et Kahari, 2005). La MMP-13 (collagénase-3) a été clonée à partir de tissus de cancer 

du sein humain (Freije et coll., 1994). Par rapport aux autres MMPs, la MMP-13 posséde un 

large spectre de spécificité de substrats et un profil d’expression restreint. Elle clive les 

collagènes fibrillaires de type I, II et III, la gélatine, les collagènes de type IV, IX, X et XIV, la 

tenascine C, la fibronectine, l’aggrecanne, le versicanne, et l’ostéonectine (Ala-aho et Kahari, 

2005). La MMP-13 peut activer des chémokines comme MCP-3 (monocyte chemoattractant 

protein-3) et SDF-1 (stromal cell-derived factor-1) (McQuibban et coll., 2000; McQuibban et 

coll., 2001) et semble impliquée dans l’activation du TGF-β3 (Deng et coll., 2000). Son 

expression est limitée au remodelage de la MEC, le développement osseux fœtal et post-natal, 

la réparation et certains processus pathologiques mettant en jeu la destruction du collagène 

(paradontite, athérosclérose, ulcéres cutanés, etc.) (Ala-aho et Kahari, 2005). 

 

Les gélatinases: 
 

 On compte deux gélatinases: la MMP-2 et la MMP-9. Elles présentent la capacité de 

dégrader la gélatine grâce à leurs trois séquences répétitives FN II qui permettent la liaison à la 

gélatine et au collagène. Elles ont pour substrats un grand nombre de molécules de la MEC 

dont les collagènes de types IV, V et XI, la laminine, la protéine du core de l’aggrécanne. La 

MMP-2 présente la particularité de digérer également les collagènes de type I, II et III de la 

même manière que les collagénases (Aimes et Quigley, 1995; Patterson et coll., 2001). La 

forme active de la MMP-2 a un poids moléculaire de 62 kDa alors que la pro-MMP-2 a un 

poids moléculaire de 72 kDa. Dans la majorité des cancers, la MMP-2 serait secrétée par les 

fibroblastes, puis recrutée au niveau des cellules tumorales par le biais de l’intégrine αvβ3. En 

plus des composants matriciels qu’elle dégrade la MMP-2 est aussi capable d’activer le 
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précurseur du TNF-α (Gearing et coll., 1995) et de dégrader l’IL-1β (Ito et coll., 1996). La 

MMP-2 a été décrite pour la première fois par (Liotta et coll., 1979) qui ont trouvé cette 

enzyme sécrétée par une tumeur murine. La MMP-2 est unique parmi les MMPs puisqu’elle 

est exprimée de manière constitutive par un grand nombre de cellules différentes, possède une 

distribution tissulaire ubiquitaire et un mode d’activation qui diffère de celui des autres MMPs 

(voir paragraphe A.3.4.2.2.). La MMP-2 est capable d’activer la MMP-9 et la MMP-13 

(Fridman et coll., 1995). Son rôle dans l’invasion tumorale et la dissémination métastatique a 

été largement décrit (Stetler-Stevenson, 1994; Chang et Werb, 2001; Egeblad et Werb, 2002; 

Polette et coll., 2004). L’implication de la MMP-2 dans l’invasion tumorale a été renforcée par 

l’étude de Itoh et coll. qui a montré que des souris déficientes en MMP-2 ont une angiogenèse 

et une progression tumorale réduites (Itoh et coll., 1998). La MMP-2 joue aussi un rôle dans la 

prolifération et la différenciation, l’adhérence et la migration (Yu et coll., 1997). 

La MMP-9 a une spécificité de substrat très semblable à celle de la MMP-2. La MMP-

9 a été découverte en 1974 par Sopata et Dancewicz dans les neutrophiles (Sopata et 

Dancewicz, 1974). En dehors des nombreux composés matriciels qu’elle dégrade, la MMP-9 

régule aussi l’activité de cytokines et d’hormones puisqu’elle clive l’IL-1β et la substance P 

(Backstrom et Tokes, 1995; Ito et coll., 1996). Elle clive également le peptide amyloïde β 

(Backstrom et coll., 1996). Un grand nombre de facteurs de croissance et de cytokines 

modifient l’expression de la MMP-9 dans de nombreux types cellulaires, comme le TGF-β, 

l’EGF, l’IL-1β, l’IL-2, le TNF-α (Mook et coll., 2004). La MMP-9 joue un rôle important 

dans divers processus comme l’implantation trophoblastique, le développement osseux, 

l’inflammation, la réparation (Buisson et coll., 1996), l’arthrite et la maladie d’Alzheimer 

(Lim et coll., 1997). La MMP-9 a aussi été impliquée dans les cancers, en particulier dans 

l’invasion tumorale et la formation des métastases de par sa capacité à dégrader les collagènes 

de la lame basale. Ainsi, la MMP-9 a été retrouvée dans les tumeurs de peau, poumon, sein, 

foie, prostate, cerveau, moelle osseuse et os (Turpeenniemi-Hujanen, 2005). Un certain 

nombre d’expériences menées sur des souris knock-out a permis de dégager certains rôles in 

vivo pour la MMP-9. Ainsi, Liu et coll. ont montré que les souris déficientes en MMP-9 sont 

résistantes aux pemphigoïdes bulleuses expérimentales (Liu et coll., 1998). D’autre part, 

Dubois et coll. ont établi que les souris déficientes en MMP-9 sont significativement moins 

susceptibles de développer une encéphalomyélite expérimentale par rapport aux souris 

sauvages (Dubois et coll., 1999). 
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Les stromélysines: 
 

 Les stromélysines (MMP-3, MMP-10 et MMP-11) ont un arrangement de leurs 

domaines similaires à celui des collagénases. Les MMP-3 (stromélysine-1) et -10 

(stromélysine-2) ont une structure identique, un spectre large et similaire de substrats 

(collagènes de type III, IV, IX, et X, gélatine, laminine et protéoglycanne), et participent 

toutes deux à l’activation des pro-MMPs (Visse et Nagase, 2003). La MMP-3 est produite 

préférentiellement par les cellules stromales et sa surexpression est associée à l’invasion et aux 

métastases de divers types de cancer ainsi qu’à la progression des plaques d’athérosclérose 

(Sternlicht et coll., 2000). La MMP-10 semble exprimée par les cellules tumorales elles-

mêmes dans différents carcinomes (O-charoenrat et coll., 2001; Kerkela et coll., 2001a; 

Mathew et coll., 2002). La MMP-11, pour sa part, a une activité plus faible sur les molécules 

de la MEC (Murphy et coll., 1993) mais est capable de cliver les serpines de façon plus 

efficace (Pei et coll., 1994). Elle possède un domaine de reconnaissance de la furine 

RX[R/K]R dans sa partie C-terminale du pro-peptide et pour cette raison est activée de 

manière intracellulaire (Pei et Weiss, 1995). Une isoforme intracellulaire de 40 kDa de la 

MMP-11 (β-stromélysine-3) a été identifiée dans des cellules en culture et dans le placenta 

mais sa fonction demeure méconnue (Luo et coll., 2002). L’expression de la MMP-11 est 

associée au remodelage durant l’embryogenèse, la réparation, l’involution des tissus et la 

métamorphose (Rio, 2002). Cependant, des études in vivo ont montré que la surexpression de 

la MMP-11 par les fibroblastes localisés à proximité des cellules cancéreuses (Basset et coll., 

1990) est associée à l’agressivité de nombreux carcinomes humains (sein, colon, prostate, etc.) 

et un faible taux de survie des patients (Basset et coll., 1997). La MMP-11 semble posséder 

une fonction anti-apoptotique qui permet la survie des cellules cancéreuses (Boulay et coll., 

2001; Wu et coll., 2001). Ainsi, la MMP-11 pourrait intervenir dans les étapes initiales du 

processus d’invasion (Rio, 2005). 

 

Les matrilysines: 

 

 Les matrilysines MMP-7 et MMP-26 ne possèdent pas de domaine hémopexine. La 

MMP-7 (matrilysine-1) dégrade à la fois des composants de la MEC (collagène de type IV, 

laminine, entactine, ténascines C, vitronectine, fibronectine, protéolgycanne) (Wilson et 

Matrisian, 1996) et des molécules présentes à la surface cellulaire telles que la pro-α-

défensine, le Fas-ligand, le pro-TNF-α et la cadhérine-E (Remy et Trespeuch, 2005). Présente 
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dans certains tissus à caractère glandulaire exocrine comme la glande mammaire, la prostate, 

le foie ou le pancréas, elle intervient dans la réparation tissulaire et la différenciation osseuse 

mais est surtout remarquable par sa présence ubiquitaire dans divers cancers notamment 

digestifs. Notamment, la MMP-7 est impliquée dans la formation des tumeurs et dans la 

dégradation tissulaire consécutive à l’extravasation des cellules tumorales (Remy et 

Trespeuch, 2005). Contrairement aux autres MMPs principalement stromales, elle est 

synthétisée par les cellules épithéliales et participe à l’invasion et la production de métastases 

(Yamashita et coll., 1998). La MMP-26 (ou endometase, matrilysine-2) est exprimée dans les 

cellules normales (endomètre) et certains carcinomes (endomètre, prostate, sein) (Zhao et coll., 

2003; Zhao et coll., 2004). Elle digère quelques molécules de la MEC (collagène de type IV, 

gélatine, fibronectine) mais, à la différence des autres MMPs, est stockée en grande quantité 

dans la cellule (Marchenko et coll., 2004). 

 

Les MMPs de type membranaire ou MT-MMPs: 

 

 Les MT-MMPs incluent 4 MMPs de type transmembranaire (MT1-MMP, MT2-MMP, 

MT3-MMP et MT5-MMP) et deux MMPs ancrées au Glycosyl Phosphatidyl Inositol (GPI) 

(MT4-MMP et MT6-MMP). Elles contiennent toutes une séquence de reconnaissance de la 

furine RX[R/K]R dans la partie C-terminale du pro-peptide. Elles sont activées de manière 

intracellulaire et sont exprimées ensuite à la membrane. Toutes les MT-MMPs hormis la MT4-

MMP (MMP-17) sont capables d’activer la MMP-2 (English et coll., 2000). La MT1-MMP 

(MMP-14) a été identifiée comme un activateur spécifique de la pro-MMP-2 dans les tumeurs 

et joue un rôle important dans l’invasion de la membrane basale par les cellules tumorales 

(Sato et coll., 1994). De par son rôle dans l’activation de la MMP-2, la MT1-MMP est 

associée à un certain nombre de cancers: des adénocarcinomes de sein, des cancers broncho-

pulmonaires et des cancers cervicaux (Gilles et coll., 1996; Nawrocki et coll., 1997; Polette et 

coll., 1997; Polette et Birembaut, 1998). La MT1-MMP possède également une activité 

collagénolytique sur les collagènes de type I, II et III (Ohuchi et coll., 1997; Tam et coll., 

2002). La MT1-MMP induit l’invasion et la prolifération des cellules tumorales dans une 

matrice de collagène (Hotary et coll., 2003; Sabeh et coll., 2004). La forme tronquée de la 

MT1-MMP privée de sa partie C-terminale contenant la partie transmembranaire (MT1-MMP 

soluble) en est incapable. Le site catalytique de la protéine est responsable de son activité 

protéolytique (Ohuchi et coll., 1997). Cependant, son activité collagénase est modulée par 

d’autres parties de la protéine. Notamment, le domaine hémopexine dans la partie C-terminale 
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permettrait de lier le collagène de type I et de dérouler la triple hélice pour le clivage (Tam et 

coll., 2002; Tam et coll., 2004). D’autre part, Anilkumar et coll. ont montré que l’unique 

cystéine présente dans le domaine cytoplasmique est palmitoylée de manière post-

traductionnelle et cette modification est essentielle pour la fonction de la MT1-MMP dans la 

migration cellulaire (Anilkumar et coll., 2005). Une fois apparue à la surface cellulaire, la 

MT1-MMP est rapidement internalisée. Ceci intervient via des vésicules recouvertes de 

clathrine et implique la liaison du domaine cytoplasmique de la MT1-MMP à la sous-unité µ2 

de la protéine adaptatrice 2 à travers le motif LLY (571-573) (Uekita et coll., 2001). La MT1-

MMP internalisée est alors recyclée à la membrane plasmique par l’intermédiaire du motif 

DKV (580-582) dans le domaine cytoplasmique (Wang et coll., 2004). 

 

Autres MMPs: 

 

 Sept MMPs ne sont référencées dans aucun des sous-groupes précédents. Parmi elles, 

les MMP-12, -20 et -27 ont des structures et des localisations chromosomiques identiques à 

celles des stromélysines. La métalloélastase (MMP-12) est exprimée majoritairement par les 

macrophages mais est trouvée également dans les chondrocytes hypertrophiés (Kerkela et 

coll., 2001b) et les ostéoclastes (Hou et coll., 2004). La MMP-12 digère l’élastine et de 

nombreuses molécules de la MEC. Enfin, elle joue un rôle important dans la migration des 

macrophages (Shipley et coll., 1996). La MMP-19 digère des éléments de la MEC et de la 

membrane basale (Stracke et coll., 2000). Egalement appelée RASI (Rheumatoid arthritis 

Synovial Inflammation), elle est trouvée dans les lymphocytes et le plasma de patients atteints 

de polyarthrite rhumatoïde ou de lupus érythémateux (Sedlacek et coll., 1998). Elle est 

également exprimée dans des kératinocytes en prolifération lors de la cicatrisation (Sadowski 

et coll., 2003). L’énamelysine (MMP-20) est exprimée dans l’émail néo-synthétisé des dents et 

digère l’amélogénine (Ryu et coll., 1999). La MMP-21 a été découverte à l’origine chez le 

Xénope (Yang et coll., 1997) et plus récemment chez la souris et l’homme (Marchenko et 

coll., 2003). Elle est exprimée invariablement dans les tissus fœtaux et adultes ainsi que dans 

les cellules de carcinomes squameux et basaux (Ahokas et coll., 2003). Elle digère la gélatine 

mais aucun autre substrat de la MEC n’a encore été identifié. La MMP-23 est unique puisque 

c’est la seule MMP possédant un domaine de type Ig riche en cystéine à la place du domaine 

hémopexine (Velasco et coll., 1999). Elle a tout d’abord été considérée comme de type 

membranaire mais le pro-domaine contenant le domaine transmembranaire est clivé par une 

convertase (Pei et coll., 2000). La MMP-27 a été trouvée pour la première fois dans les 
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fibroblastes d’embryon de poulet (Yang et Kurkinen, 1998). La MMP-27 de poulet digère la 

gélatine et la caséine, et provoque une autolyse de l’enzyme. Peu de choses sont encore 

connues sur son activité chez les mammifères. L’épilysine (MMP-28) est exprimée dans de 

nombreux tissus tels que le poumon, le cœur, le tractus gastro-intestinal et le testicule. Elle 

pourrait participer à la réparation quand elle est exprimée par les kératinocytes basaux de la 

peau (Saarialho-Kere et coll., 2002). On la retrouve en grande quantité dans le cartilage de 

patients atteints d’arthrite osseuse (Kevorkian et coll., 2004) et de polyarthrite rhumatoïde 

(Momohara et coll., 2004). Les MMP-21, -23 et -28 ont une séquence de reconnaissance à la 

furine avant le domaine catalytique et sont donc activées de manière intracellulaire et secrétées 

sous forme d’enzymes actives (voir tableau 1). 
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Enzyme MMP Localisation 
chromosomique  

PM (pro/active) en 
kDa Structure 

Collagénases     
Collagénase 1 MMP-1 11q22-q23 52/41 B 
Collagénase 2 MMP-8 11q21-q22 85/64 B 
Collagénase 3 MMP-13 11q22.3 65/55 B 
Collagénase 4 (Xenopus) MMP-18  53/42 B 
     
Gélatinases     
Gélatinase A MMP-2 16q13 72/62 C 
Gélatinase B MMP-9 20q11.2-q13.1 92/85 C 
     
Stromélysines     
Stromélysine 1 MMP-3 11q23 57/45, 28 B 
Stromélysine 2 MMP-10 11q22.3-q23 56/47, 24 B 
Stromélysine 3 MMP-11 22q11.2 58/28 D 
     
Matrilysines     
Matrilysine 1 MMP-7 11q21-q22 28/19 A 
Matrilysine 2 (endométase) MMP-26 11p15 28/inconnu A 
     
MMPs de type membranaire     
(A)Type transmembranaire     
MT1-MMP MMP-14 14q11-q12 63/60 E 
MT2-MMP MMP-15 15q13-q21 68/62 E 
MT3-MMP MMP-16 8q21 66/56 E 
MT5-MMP MMP-24 20q11.2 63/45 E 
(B) Ancré au GPI     
MT4-MMP MMP-17 12q24.3 57/53 F 
MT6-MMP MMP-25 16p13.3 inconnu F 
     
Autres     
Macrophage élastase MMP-12 11q22.2-q22.3 54/45, 22 B 
RASI-1 MMP-19 12q14 57/45 B 
Enamélysine MMP-20 11q22.3 54/22 B 
XMMP  MMP-21 10q26.2 70/53 G 
CA-MMP MMP-23 1p36.3 inconnu H 
- MMP-27 11q24 inconnu B 
Epilysine MMP-28 17q21.1 inconnu/58, 55 D 

 

Tableau 1. Classification fonctionnelle des MMPs. 
Les différentes MMPs sont listées avec leur localisation chromosomique chez l’homme, leur poids moléculaire et 
leur composition structurale qui fait référence à la figure 9 (d’après la base de données Merops regroupant toutes 
les peptidases: http://www.merops.sanger.ac.uk/). 
 

Le tableau 2 reprend les différents substrats des MMPs ainsi que les effets biologiques induits 

par leurs clivages. 
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MMPs responsables Substrat clivé Effets biologiques observés 

Collagène de type I Migration des kératinocytes et ré-épithélialisation 
Non identifié Agrégation plaquettaire 

MMP-1 

PAR-1 Activation de PAR1 
Protéoglycanne à sulfate de 
chondroïtine  

Croissance neurale 

Non identifié Différenciation des cellules mésenchymateuses avec 
phénotype inflammatoire 

Endothéline Génération de vasoconstricteur 
Adromédulline Conversion de vasodilatateur en vasoconstricteur 

MMP-2 

SDF-1α Apoptose neuronale menant à la neurodégénérescence 
Membrane basale Apoptose des cellules épithéliales mammaires 
Membrane basale Formation alvéolaire épithéliale mammaire 
Cadhérine-E TEM (cellules épithéliales mammaires) 

MMP-3 
 

Plasminogène Génération de fragment de type angiostatine 
Fibronectine Différenciation des adipocytes 
Plasminogène Génération de fragment de type angiostatine 
Fas ligand Apoptose assurée par le récepteur Fas  
Pro-TNF-α Pro-inflammatoire 
Ligand RANK Activation des ostéoclastes 

MMP-7 
 

EGF liant l’héparine Vasoconstriction et croissance cellulaire 
Plasminogène Génération de fragment de type angiostatine 
ICAM-1 Résistance des cellules tumorales 
Précurseur de TGF-β Biodisponibilité du TGF-β 
Collagène de type IV Néovascularisation du thymus 
Galactine-3 Apoptose des chondrocytes et recrutement des ostéoclastes 

MMP-9 

IL-2Rα Réponse à l’IL-2 réduite 
MMP-11 IGFBP-1 Augmentation de la biodisponibilité de IGF-1  

et prolifération cellulaire 
MMP-12 Plasminogène Génération de fragment de type angiostatine 
MMP-13 Collagène de type I Activation des ostéoclastes 

Collagène de type I Tubulogenèse du rein 
CD44 Migration cellulaire 
Lamine 5β3 Migration cellulaire 

MT1-MMP 

MUC-1 Attachement de l’embryon à l’épithélium utérin 
Collagènases Collagène de type I Apoptose 
MMP-1, -2 et -3 Fibronectine Migration cellulaire 
MMP-1, -2, -3, -7 et -19 IGFBP-3 Augmentation de la biodisponibilité de IGF-1 et prolifération 

cellulaire 
MMP-1, -2 et -9 Dégradation de l’IL-1β Anti-inflammatoire 
MMP-1, -2,-3, -13 et MT1-
MMP MCP-3 Anti-inflammatoire 

MMP-1, -3 et -9 Transformation de l’IL-1β  Pro-inflammatoire 
MMP-2, -3 et -7 Décorine Augmentation de la biodisponibilité du TGF-β 
MMP-2, -3, -7, -9 et -13 BM-40 (SPARC/Ostéonectine) Augmentation de l’affinité au collagène 
MMP-2, MT1-MMP, 
MMP-19 

Chaîne γ2 de la Laminine 5 Migration des cellules épithéliales 

MMP-3, MMP-7 Cadhérine-E Rupture de l’agrégation cellulaire et invasion 
MMP-3 et -13 Perlecan Libération de bFGF 
MT1-MMP et MT3-MMP Transglutaminase Adhérence cellulaire réduite et extension 

IGFBP-5 Augmentation de la biodisponibilité de IGF-1  
et prolifération cellulaire 

Collagène de type XVIII Génération de fragment de type endostatine 

MMPs 

CTGF Activation du VEGF 
 

Tableau 2. Nature des substrats clivés par les MMPs et effets biologiques observés. 
Traduit et modifié d’après (Visse et Nagase, 2003). 
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A.5.2.2 Classifcation structurale: 

 

 Les MMPs qui sont traditionnellement classées selon leurs affinités de substrats 

peuvent également être classsées en fonction de leur structure (Figure 9). Les MMPs sont des 

protéines extracellulaires mais des études récentes ont démontré que la MMP-1, la MMP-2 et 

la MMP-11 pouvaient agir comme des protéines intracellulaires. Une MMP typique consiste 

en un pro-peptide d’environ 80 acides aminés, un domaine catalytique d’environ 170 acides 

aminés, une région charnière de longueur variable et un domaine hémopexine d’environ 200 

acides aminés. Les MMP-7, -26 et -23 représentent des exceptions puisqu’elles n’ont pas de 

peptide charnière et de domaine hémopexine. La MMP-23, quant à elle, possède uniquement 

un domaine riche en cystéine et un domaine de type immunoglobuline après le domaine 

catalytique. Les deux gélatinases MMP-2 et MMP-9 contiennent trois séquences peptidiques 

de structure analogue à la fibronectine de type II. Le pré-domaine est rapidement éliminé après 

la sécrétion cellulaire et est absent de la forme enzymatique active. Le pro-domaine maintient 

l’activité enzymatique sous forme latente et est classiquement constitué d’une séquence 

peptidique Pro-Arg-Cys-Gly-His-X-Pro-Asp comprenant un résidu cystéine qui interagit avec 

le site catalytique. Ce dernier contient un atome de zinc maintenu par trois résidus histidine au 

fond d’une structure peptidique His-Glu-Gly-His-X-X-Gly-X-X-His tridimensionnelle en 

forme de poche. Le clivage protéolytique du pro-domaine, libérant l’atome de zinc du résidu 

cystéine, entraîne l’activation du site catalytique qui peut alors se lier à son substrat. A part la 

MMP-7 et la MMP-26, les MMPs contiennent aussi un domaine similaire à l’hémopexine et à 

la vitronectine (DSHV). Le DSHV influence la liaison aux substrats et aux inhibiteurs 

tissulaires des MMPs (TIMPs), de même que l’activation membranaire des zymogènes. La 

région charnière, qui relie le domaine catalytique au DSHV, est variable d’une MMP à l’autre 

et influence aussi la liaison aux substrats. 
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Figure 9: Classification structurale des MMPs. 
Pré, pré-pro-domaine; Pro, pro-domaine avec un groupement thiol libre; Fu, site de reconnaissance de la furine; 
Zn, site de liaison d’un élément zinc; Fn, domaine fibronectine de type II liant le collagène; H, région charnière; 
TM, domaine transmembranaire; C, queue cytoplasmique; GPI, domaine d’ancrage au GPI; Ig-like, domaine de 
type immunoglobuline; Vn, domaine similaire à la vitronectine (DSHV); CA, domaine riche en cystéine. D’après 
(Egeblad et Werb, 2002). 
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A.5.3 REGULATION DE L’EXPRESSION DES MMPS: 

 

 Les MMPs sont exprimées dans les tissus à différents niveaux du développement mais 

sont absentes dans les cellules normales de l’organisme adulte. De la même manière, leur 

expression basale est faible dans les cellules en culture. Cependant, une variété de stimuli 

externes comme les cytokines, les hormones, les facteurs de croissance, les modifications des 

contacts cellule-cellule et cellule-MEC peuvent rapidement induire l’expression de MMPs. 

 

A.5.3.1 Régulation transcriptionnelle des MMPs: 

A.5.3.1.1 Généralités: 
 
 Les promoteurs des gènes des MMPs sont sous le contrôle de facteurs de croissance, de 

cytokines et de promoteurs de tumeur par l’intermédiaire de voies de transduction 

intracellulaires. Les différentes voies aboutissent à la liaison de facteurs de transcription, 

activateurs ou répresseurs, sur des séquences spécifiques présentes au niveau des promoteurs 

des gènes des MMPs. Les sites de liaison de ces facteurs de transcription et leur identité a fait 

l’objet de plusieurs études. Une représentation schématique des régions promotrices est 

donnée en figure 10. Deux éléments majeurs agissant en cis sont trouvés dans la majorité des 

promoteurs des MMPs: le site AP-1 (activator protein-1) et le site PEA-3 (polyoma enhancer 

A binding protein-3). AP-1 et PEA-3 interagissent respectivement avec les familles de facteurs 

de transcription fos/Jun et Ets. Il existe également d’autres éléments présents individuellement 

dans les promoteurs des MMPs. Ainsi, les promoteurs de la MMP-1, la MMP-7, la MMP-13 et 

la MT1-MMP ont tous un ou plusieurs TGF-β inhibitor elements (TIEs) sur lesquels peuvent 

se lier les facteurs de transcriptions Smad (Lohi et coll., 2000). Les promoteurs des MMP-2, 

MMP-9 et MT1-MMP contiennent des boîtes GC et lient le facteur de transcription Sp1 

(Benbow et Brinckerhoff, 1997; Lohi et coll., 2000). De plus, le promoteur de la MMP-9 

possède un site de liaison du NF-κB (nuclear factor-κB) (Westermarck et Kahari, 1999). La 

MMP-1 et la MMP-13 ont également été décrites comme répondant au facteur de transcription 

NF-κB (Vincenti et Brinckerhoff, 2002). Certaines MMPs, dont la MMP-7 et la MT1-MMP, 

possédent au moins un site de liaison du facteur de transcription Tcf-4 et constituent ainsi des 

cibles du complexe de transcription caténine-β/Tcf (Brabletz et coll., 1999; Takahashi et coll., 

2002). La combinaison des éléments se liant en cis ainsi que les interactions avec des facteurs 

de trans-activation permettent une régulation spatiale et temporelle de l’expression des MMPs. 
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Figure 10: Localisation des sites éléments liant des facteurs de transcription dans les 
promoteurs des MMPs. 
C/EBP-h, CCAAT enhancer-binding protein; TIE, TGF-β inhibitory element; AP1, site de liaison de AP-1; PEA-
3, polyoma enhancer A binding protein-3; OSE-2, osteoblastic cis-acting element; TATA, boîte TATA; AP2, site 
de laison de AP-2; Sil, silencer; Sp1, site de liaison de Sp-1; NF-κB, site de liaison NF-κB; CCAAT, boîte 
CCAAT; Tcf-4, site de liaison du Tcf-4; SPRE, stromelysin-1 PDGF-responsive element. Modifié d’après 
(Deschamps et Spinale, 2006). 

 

A.5.3.1.2 Régulation transcriptionnelle de la MMP-2: 
 

Trois voies MAPK (Mitogen-Activated Protein Kinase) sont connues pour réguler 

l’expression de la MMP-2, la p38 kinase, JNK (c-Jun N-terminal Kinase) et ERK 

(Extracellular signal-Regulated Kinase). Les kinases p38 et JNKs sont généralement activées 

en réponse aux cytokines inflammatoires, le stress osmotique et les signaux apoptotiques. 

ERK répond généralement aux cytokines, aux facteurs de croissance et aux esters de phorbol. 

En conséquence, un groupe de protéines kinases [MAPK kinase kinases (MAPKKKs)] 

phosphoryle des MAPK kinases (MAPKK) lesquelles phosphorylent et activent les MAPK. 

Les MAPK activées subissent alors une translocation dans le noyau et activent à leur tour une 

série de facteurs de transcription qui interagissent avec des sites de liaison présents dans les 

promoteurs des MMPs (voir figure 11) (Mook et coll., 2004). 

42 



Introduction 

Le gène de la MMP-2 a longtemps été considéré comme ne pouvant être régulé en 

raison de l’absence d’éléments de régulation caractéristiques dans sa région promotrice 

(Mauviel, 1993). Cependant, l’analyse de la séquence de la région promotrice du gène MMP-2 

révèle la présence de nombreux éléments régulateurs agissant en cis (voir figure 12) et 

incluant des sites de liaison pour CREB (cAMP-Response Element-Binding protein), p53, Ets-

1, C/EBP (CCAAT/Enhancer-Binding Protein), la séquence consensus de Sp1 (boîte GC), des 

sites de liaison TRE pour la liaison d’AP-1 (TPA Responsive Element) et un site de liaison 

AP-2 (Qin et coll., 1999). Un élément enhancer agissant en cis et contenant des motifs de 

liaison pour les facteurs AP-2, p53 et YB-1 a été désigné r2 chez l’homme. Bian et Sun ont 

montré que l’inactivation du promoteur est dépendante du site de liaison de p53 (Bian et Sun, 

1997). Les facteurs de transcription AP2 et YB-1 semblent induire l’expression de la MMP-2 

par synergie via la liaison d’un complexe héteromérique AP-2/YB-1 à l’élément r2. Il a été 

démontré également que YB-1 et p53 entrent en compétition pour se lier à AP-2. La 

combinaison d’AP-2, YB-1 et p53 se traduit par une augmentation majeure de la liaison sur r2 

(Mertens et coll., 2002). Par ailleurs, nm23-H1, une nucleoside diphosphate kinase, entre en 

compétition pour le site YB-1, ce qui induit une réduction dose dépendante de l’expression de 

la MMP-2 (Cheng et coll., 2002). Les facteurs de transcription Sp1 et Sp3, se liant tous les 

deux aux sites de liaison Sp1, sont des activateurs du promoteur de la MMP-2 et agissent 

également de manière synergique (Qin et coll., 1999). L’activation par Sp1 est dépendante de 

l’activité de ERK via MKK1 et peut être supprimée par des drogues anti-inflammatoires non 

stéroïdiennes. D’autre part, ATF3 (activating transcription factor-3) supprime l’activité de 

promoteur de la MMP-2 de manière antagoniste à la p53 (Yan et coll., 2002). La 

sérine/thréonine kinase active stimule l’expression de la MMP-2 alors que l’activation de 

phosphatases telles que PTEN atténue l’activité d’AKT et supprime l’expression de la MMP-2 

(Davies et coll., 1999). Ces données montrent que l’expression de la MMP-2 est constitutive 

mais que l’activité de son promoteur est inductible (Figure 12). 
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Figure 11: Schéma des voies de signalisation régulant l’expression de la MMP-2. 
Les différents composants de la voie MAPK sont indiqués. Des signaux extracellulaires tels que les esters de 
phorbol (TPA), les intégrines, des facteurs de croissance et des cytokines activent la voie MAPK. Traduit et 
modifié de (Mook et coll., 2004). 
 

 

 
 

Figure 12: Représentation des principaux facteurs régulant la MMP-2. 
(+) augmentation de l’expression de la MMP-2, (-) diminution de l’expression de la MMP-2. D’après (Mook et 
coll., 2004). 
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A.5.3.1.3 Régulation transcriptionnelle de la MT1-MMP: 
 

La régulation du gène de la MT1-MMP semble particulièrement singulière. In vitro, 

elle est exprimée de manière constitutive par différents types cellulaires comme les 

fibroblastes, les cellules enothéliales, et les cellules de muscle squelettique, et son expression 

est uniquement augmentée par le PMA (phorbol 12-myristate 13-acetate) et le TNF-α et 

diminuée par le dexamethasone (Lohi et Keski-Oja, 1995; Lohi et coll., 1996). De plus, 

l’expression de la MT1-MMP est augmentée par traitement à la lectine concanavaline A 

(conA). L’expression de la MT1-MMP est également régulée par des interactions MEC-

cytosquelette dans des fibroblastes lors de leur culture en gel 3D de collagène, d’étirement 

mécanique ou en présence de cytochalasine D (Ailenberg et Silverman, 1996; Gilles et coll., 

1997; Tyagi et coll., 1998). Le promoteur de la MT1-MMP ne contient pas de boîte TATA 

mais on constate la présence de séquences consensus CCAAT ou ATTGG. L’unique site de 

liaison de facteur de transcription présent est un site Sp1. Sp1 est notamment essentiel à 

l’activité basale du promoteur de la MT1-MMP (Seiki, 2003). Le facteur de transcritpion Egr-

1, en se fixant à sa séquence de liaison, assure la transcription de la MT1-MMP dans les 

cellules endothéliales cultivées en gel de collagène (Haas et coll., 1999). Trois séquences avec 

une haute homologie pour l’élément inhibiteur TGF-β1 (TIE) sont également trouvées dans ce 

promoteur. En amont de ces sites, on trouve un élément répondant à v-src qui permet 

l’induction de l’expression du gène de la MT1-MMP dans les cellules MDCK transformées 

par v-src (Cha et coll., 2000). La voie des MAPK semble également être impliquée dans la 

régulation de la MT1-MMP par la cadhérine-E (Ara et coll., 2000). La MT1-MMP qui 

contient un site de liaison au Tcf dans son promoteur est une cible du complexe caténine-

β/Tcf-4. De manière intéressante, le CD44 et la laminine γ2 constituent également des cibles 

de ce complexe alors que tous deux coopèrent avec la MT1-MMP pour induire la migration 

(Koshikawa et coll., 2000; Kajita et coll., 2001). Récemment, il a été montré que la protéine 

ZO-1 des jonctions serrées, une fois délocalisée dans le cytoplasme, peut réguler le promoteur 

de la MT1-MMP en mettant en jeu l’activité transcriptionnelle des complexes caténine-β/Tcf 

(Polette et coll., 2005). 
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A.5.3.2 Régulation de l’activité des MMPs: 

A.5.3.2.1 Activation des MMPs: 

A.5.3.2.1.1 Mécanismes généraux: 

 

 La plupart des MMPs (13) est sécrétée sous forme de zymogènes inactifs latents et est 

activée dans l’espace extracellulaire. L’activation de ces zymogènes constitue une étape de 

régulation importante de l’activité des MMPs (Figure 13). La présence d’une région «leurre» 

dans le pro-peptide permet aux protéinases présentes dans les tissus ou le plasma ou d’origine 

bactérienne d’activer les pro-MMPs. Le clivage de cette région «leurre» enlève seulement une 

partie du pro-domaine et doit être complété par l’action d’autres MMPs actives pour ôter le 

pro-domaine entièrement (Nagase et coll., 1990). De nombreuses MMPs peuvent cliver in 

vitro le pro-domaine d’autres MMPs mais les mécanismes d’activation in vivo pour la majorité 

des MMPs restent peu clairs. Dans des systèmes expérimentaux, la plasmine a été décrite 

comme activant un grand nombre de MMPs latentes (Mignatti et Rifkin, 1996; DeClerck et 

Laug, 1996). En se fixant sur son récepteur cellulaire, l’urokinase-type plasminogen activator 

(uPA) permet l’activation du plasminogène en plasmine à la surface de la cellule, et ainsi une 

activation rapide des pro-MMPs (Kirchheimer et Remold, 1989). L’uPA est exprimé par de 

nombreux types cellulaires impliqués dans le remodelage tissulaire, et son inhibition in vitro 

réduit significativement la dégradation matricielle. L’inhibiteur de l’activateur du 

plasminogène, le PAI-1 (type-1 plasminogen activator inhibitor), a un effet inhibiteur sur 

l’uPA et constitue donc le contrepoids de la cascade d’activation des MMPs par la plasmine, et 

donc de l’activité métalloprotéasique matricielle. Les niveaux ultérieurs d’activation des 

MMPs constituent une boucle de rétrocontrôle, au cours de laquelle les MMPs sont capables 

de s’activer mutuellement et de s’auto-activer. Ainsi, la MMP-1 peut activer la MMP-2 

latente. La forme latente de la MMP-13 pouvant être activée par la MT1-MMP, la MMP-3, la 

MMP-10 et la MMP-12 peut activer à son tour les formes latentes de la MMP-2 et de la MMP-

9 (Knauper et coll., 1996). Néanmoins, le mécanisme d’activation le mieux connu est celui de 

la pro-MMP-2 par la MT1-MMP. 
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Figure 13: Activation extracellulaire des MMPs sécrétées. 
Les pro-MMPs sont sécrétées sous forme de zymogènes inactifs qui peuvent être activés par des protéinases ou 
par des agents non protéolytiques. L’activation par des protéinases est assuré par le clivage de la région leurre. 
L’activation complète est achevée par la libération complète du pro-peptide par auto-catalyse. L’activation 
chimique est liée au swith des cystéines qui induit l’activation partielle des MMPs. Une dernière phase 
d’autocatalyse permet d’ôter le fragment restant du pro-peptide. 

 

A.5.3.2.1.2 Activation de la pro-MMP-2 par la MT1-MMP: 
 

 La pro-MMP-2 forme un complexe avec le TIMP-2 (Tissue Inhibitor of MMP-2) via 

l’interaction entre son domaine hémopexine et le domaine C terminal de l’inhibiteur. La 

formation de ce complexe est essentielle à l’activation de la pro-MMP-2 par la MT1-MMP à la 

surface cellulaire (Itoh et Seiki, 2006). Le complexe se lie à une molécule de MT1-MMP 

active par le domaine N terminal inhibiteur du TIMP-2, ce qui a pour conséquence d’orienter 

la pro-MMP-2 face à une autre molécule de MT1-MMP. Les deux molécules de MT1-MMP 

interagissent mutuellement à la surface cellulaire par leur domaine hémopexine ce qui forme 

un complexe d’activation tétramérique. Une molécule de MT1-MMP agit comme récepteur du 
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complexe pro-MMP-2-TIMP-2 et l’autre comme activateur de la pro-MMP-2. Un excès de 

TIMP-2 prévient le processus d’activation par inhibition de la seconde molécule de MT1-

MMP. La pro-MMP-2 peut former également un complexe avec le TIMP-3 et le TIMP-4 

d’une manière similaire. Le complexe pro-MMP-2-TIMP-4 interagit avec la MT1-MMP, mais 

ce complexe n’est pas productif quant à l’activation de la MMP-2 (Bigg et coll., 2001). La 

fonction biologique du complexe pro-MMP-2-TIMP-3 n’est pas connue. L’intégrine αvβ3 

semble également participer à l’activation de la MMP-2 par la MT1-MMP. Il a été mis en 

évidence que la MT1-MMP peut activer l’intégrine αvβ3 par clivage protéolytique. Cette 

intégrine, une fois active, peut alors se lier à la forme intermédiaire de la MMP-2 pour 

compléter son activation par autocatalyse. Cette liaison permet également de séquestrer la 

MMP-2 sous forme active au niveau des invadopodes (Deryugina et coll., 2000; Deryugina et 

coll., 2001). 

 

 
 

Figure 14: Processus d’activation de la pro-MMP-2. 
I. Les molécules de MT1-MMP forment des dimères ou des multimères à la surface cellulaire par interaction de 
leurs domaines homéopexine. II. Le TIMP-2 forme un complexe avec une première molécule de MT1-MMP. III. 
La pro-MMP-2 complexée au TIMP-2 lié quant à lui à la MT1-MMP est clivée par une seconde molécule de 
MT1-MMP adjacente. IV. La MMP-2 active est libérée et peut dégrader la MEC. V. L’intégrine αvβ3 est activée 
par la MT1-MMP et peut ainsi se lier à la MMP-2. VI. La liaison de la MMP-2 à l’intégrine αvβ3 provoque un 
changement de conformation stabilisant l’enzyme sous sa forme active après protéolyse. La concentration en 
TIMP-2 dans l’espace intracellulaire est critique pour assurer l’activation de la pro-MMP-2. Si le taux de TIMP-2 
est trop élevé, il va saturer les molécules de MT1-MMP et de MMP-2 libres. 
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A.5.3.2.2 Inhibition de l’activité des MMPs: 
 

 L’activité des MMPs est régulée par des inhibiteurs endogènes spécifiques, les TIMPs, 

et non spécifiques comme la macroglobuline-α2 et d’autres molécules. 

 

A.5.3.2.2.1 Les TIMPs: 
 

Quatre inhibiteurs physiologiques des MMPs, les TIMPs (Tissue Inhibitors of 

Metalloproteinases) ont été clonés, purifiés et caractérisés. Ils participent activement à la 

régulation de l’activité protéolytique des MMPs, en conditions physiologiques et 

probablement en conditions pathologiques. Les TIMPs inhibent les MMPs de manière 

sélective mais réversible avec un rapport stœchiométrique 1:1. Les TIMPs sont constitués d’un 

domaine N terminal et d’un domaine C terminal. Chaque domaine contient trois ponts 

disulfures et le domaine N terminal enveloppe une unité indépendante avec l’activité 

inhibitrice. Les TIMPs inhibent toutes les MMPs à l’exception du TIMP-1 qui inhibe peu la 

MT1-MMP, la MT3-MMP la MT5-MMP et la MMP-19. Certains TIMPs ont montré 

également leur capacité à inhiber les ADAMs et les ADAMTSs.  

 

TIMP-1: Le TIMP-1 est une petite protéine de 28 kDa riche en mannose dont le gène 

est localisé sur le chromosome 11 chez l’homme. Elle contient deux sites de glycosylation, 

mais ceux-ci ne semblent pas essentiels pour sa fonction inhibitrice. Cette molécule est très 

stable, en raison de la présence de six ponts disulfures intracaténaires. Le TIMP-1 est 

cependant très sensible à l'action des sérines protéases, telles que la trypsine, la chymotrypsine 

et l'élastase, mais est résistant à la plasmine. Le TIMP-1 est capable de se lier à la MMP-1, à la 

pro-MMP-9 ainsi qu’à sa forme activée et à la MMP-13. Le TIMP-1 joue un rôle important 

dans le développement du tissu osseux dans l’inhibition de l’angiogenèse. Il influence 

l’activité des facteurs de croissance et intervient dans les changements de morphologie 

cellulaire. Certains facteurs comme les facteurs de croissance sont capables de réguler le 

TIMP-1. Les esters de phorbol et l’IL-1β stimulent son expression tout comme le TGF-β et les 

rétinoïdes (Gomez et coll., 1997). 

TIMP-2: Le TIMP-2 est une petite protéine de 21 kDa dont le gène est localisé sur le 

chromosome 17 chez l’homme. Le TIMP-2 présente 40% d’homologie avec la séquence en 

acides aminés du TIMP-1 (Stetler-Stevenson et coll., 1989). Son expression est 

majoritairement constitutive. Le TIMP-2 est capable d’inhiber un grand nombre de MMPs. 
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Cependant, il a été rapporté comme inhibant préférentiellement la MMP-2 en formant un 

complexe stœchiométrique 1:1 avec celle-ci (Goldberg et coll., 1989; Kleiner, Jr. et coll., 

1992). Le complexe pro-MMP-2/TIMP-2 stabilise la MMP-2 en prévenant l’auto-activation de 

la MMP-2. 

TIMP-3: L'homologie de structure de cette protéine avec le TIMP-1 et le TIMP-2 est 

relativement faible. La protéine TIMP-3 est une protéine non glycosylée de 24 kDa dont le 

gène est localisé sur le chromosome 22 chez l’homme. Le TIMP-3 a d’abord été purifié à 

partir de fibroblastes de poulet et identifié comme le ChIMP-3 (Chiken Inhibitor of MMP) 

(Pavloff et coll., 1992). Le TIMP-3 présente 30% d’homologie avec le TIMP-1 et 38% avec le 

TIMP-2. Le TIMP-3 est le seul membre de la famille des TIMPs trouvé exclusivement dans la 

MEC. Le TIMP-3 a été montré comme favorisant le détachement de cellules transformées de 

la MEC et d’accélérer les changements morphologiques associés à la transformation 

oncogénique de ces cellules (Yang et Hawkes, 1992). 

TIMP-4: Le TIMP-4 est une protéine de 22 kDa dont le gène a été identifié par 

clonage moléculaire (Greene et coll., 1996). Le TIMP-4 présente une homologie de structure 

avec le TIMP-2 d'environ 70 %. Le profil d’expression du TIMP-4 dans les tissus adultes 

humains montre un fort taux de transcrits dans le cœur et le cerveau et un niveau faible voire 

non détectable dans les autres organes. Comme le TIMP-2, le TIMP-4 peut se lier à la pro-

MMP-2 et empêcher son activation sous l'action de la MT1-MMP. 

Les TIMPs sont des protéines sécrétées mais peuvent être également localisés à la 

surface cellulaire en association avec des protéines liées à la membrane. Ainsi, les TIMP-2, 

TIMP-3 et TIMP-4 peuvent se lier à la MT1-MMP. Le TIMP-3 est séquestré au niveau de la 

MEC par liaison à des protéoglycannes contenant du sulfate d’héparanne ou potentiellement 

du sulfate de chondroïtine (Yu et coll., 2000). 

Les TIMPs peuvent jouer un rôle dans les processus biologiques n’impliquant pas leur 

activité anti-protéasique tels que la croissance et la survie cellulaire. Le TIMP-1 a été identifié 

tout d’abord comme un activateur de la voie érythrocytaire (Gasson et coll., 1985) et un agent 

stimulant la croissance de certaines lignées cellulaires (Bertaux et coll., 1991; Hayakawa et 

coll., 1992). Le TIMP-2 est également un activateur de la voie érythrocytaire (Stetler-

Stevenson et coll., 1992) et stimule la croissance des cellules de lymphome (Hayakawa et 

coll., 1994) et des fibroblastes (Corcoran et Stetler-Stevenson, 1995). Plus récemment, Sobue 

et coll. ont montré que le TIMP-1 et le TIMP-2 stimulent la résorption osseuse par les 

ostéoclastes via les voies tyrosine kinase et MAP kinase (Sobue et coll., 2001). Le TIMP-1 est 

capable de se lier à la surface cellulaire des cellules de carcinome mammaire MCF-7 et de 
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subir une translocation dans le noyau (Ritter et coll., 1999) bien qu’aucun récepteur ni de 

fonction particulière du TIMP-1 nucléaire ne soient encore identifiés. L’accumulation de 

TIMP-1 dans les noyaux de fibroblastes gingivaux a été montrée comme étant maximale en 

phase S du cycle cellulaire (Li et coll., 1995). Le TIMP-2 semble agir de manière spécifique 

par des récepteurs de haute affinité qui sont liés à des protéines G et aux voies de l’AMPc 

(Corcoran et Stetler-Stevenson, 1995). Des taux élevés de TIMP-3 favorisent l’apoptose dans 

de nombreux types cellulaires in vitro et in vivo (Ahonen et coll., 1998; Baker et coll., 1999; 

Bond et coll., 2000). Lors du développement, les taux élevés de TIMP-3 interviennent dans les 

cellules utérines durant l’implantation de l’embryon et sont liés à la survie de ces cellules 

différenciées (Alexander et coll., 1996). Le TIMP-4 est le promoteur de l’apoptose dans les 

fibroblastes cardiaques mais inhibe l’apoptose dans les cellules cancéreuses mammaires in 

vitro et dans les tumeurs mammaires in vivo. Il a été montré que l’expression des TIMPs peut 

également être associé à la progression tumorale. En effet, la surexpression du TIMP-1 et du 

TIMP-2 est observée dans des lignées cellulaires de lymphome de Burkitt (Stetler-Stevenson 

et coll., 1997). Dans ce même type de lignées, l’expression élevée de TIMP-1 est corrélée à 

l’expression accrue de marqueurs de survie et le TIMP-1 confère une résistance à l’apoptose 

induite par le ligand Fas (Guedez et coll., 1998a; Guedez et coll., 1998b). De façon 

contradictoire, le TIMP-2 peut, à la fois, promouvoir l’apoptose dans un modèle in vivo de 

cancer colorectal (Brand et coll., 2000) mais aussi protèger les cellules de mélanome B16 de 

ce processus (Valente et coll., 1998). Le TIMP-4 est lui surexprimé dans les cellules de 

carcinome mammaire et favorise la croissance tumorale en inhibant l’apoptose (Jiang et coll., 

2001). Pour sa part, le TIMP-3 supprime efficacement l’invasion et induit l’apoptose de 

cellules tumorales d’origine diverses (Ahonen et coll., 1998; Baker et coll., 1999). Comme 

l’indiquent ces différents travaux, les TIMPs induisent des effets divergents sur la mort 

cellulaire programmée des cellules tumorales. 

 

A.5.3.2.2.2  La macroglobuline-α2: 
 

La macroglobuline-α2 humaine est une glycoprotéine plasmatique de 772 kDa 

contenant 4 sous-unités identiques de 180 kDa. Elle inhibe la plupart des protéinases (comme 

les MMPs et les ADAMs) en formant un complexe qui les retient et qui va rapidement être 

éliminé par fixation sur un récepteur LDL-RP (Low Density Lipoprotein Receptor-related 

Protein) puis endocytose et dégradation (Moestrup et coll., 1993). Il a été montré que la MMP-

13 s’associe avec le récepteur LDL-RP sur les cellules ostéoblastiques menant à son 
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internalisation (Barmina et coll., 1999). Hahn-Dantona et coll. ont montré que la MMP-9 

complexée au TIMP-1 peut être internalisée par liaison au  récepteur LDL-RP (Hahn-Dantona 

et coll., 2001). Enfin, la macroglobuline-α2 peut exercer des fonctions sans relation avec son 

rôle d’inhibiteur de protéinases notamment en liant le TGF-β et des cytokines (Armstrong et 

Quigley, 1999). 

 

A.5.3.2.2.3 Autres inhibiteurs connus: 
 

Un certain nombre d’autres molécules peuvent inhiber l’activité des MMPs. Parmi 

elles, des protéines présentant des similarités avec la partie N-terminale des TIMPs comme les 

netrines, les protéines sécrétées de type Frizzled et les protéines PCOLCE (pro-collagen C-

proteinase enhancer) (Banyai et Patthy, 1999). Le TFPI-2 (tissue factor pathway inhibitor 2), 

un inhibiteur de sérines protéinases, possède également une région interne présentant des 

homologies de séquences avec les TIMPs. Notamment, le TFPI-2 peut inhiber l’activité des 

gélatinases et des collagénases interstitielles via des interactions directes protéine/protéine 

(Herman et coll., 2001). 

La thrombospondine-2 (TSP-2) constitue un autre inhibiteur de MMPs. Elle peut 

réguler la MMP-2 par la formation d’un complexe qui facilite son endocytose par le récepteur 

scavenger. De façon similaire, la thrombospondine-1 (TSP-1) peut inhiber l’activation de la 

pro-MMP-2 et de la pro-MMP-9 et moduler la production de MMP-2 (Egeblad et Werb, 

2002). 

Un peptide contenu dans le domaine NC1 du collagène de type IV et appelé 

tumstatine est capable d’inhiber les MMP-2, -9, -13 et la MT1-MMP (Pasco et coll., 2004). 

 RECK (Reversion inducing Cysteine riche protein with Kasal motifs) constitue une 

glycoprotéine de 110 kDa qui contient des domaines du type des inhibiteurs des sérines 

protéinases et s’associe avec la membrane cellulaire via des ancrages au GPI (Takahashi et 

coll., 1998). RECK est exprimé naturellement dans les tissus humains mais semble 

surexprimés dans de nombreuses lignées cellulaires dérivées de tumeurs. La surexpression de 

RECK dans de telles lignées induit la répression de la MMP-9 au niveau transcriptionnel ainsi 

que la baisse du potentiel invasif. RECK inhibe également l’activation cellulaire de la pro-

MMP-2 (Butler et coll., 1998). RECK pourrait posséder d’autres fonctions mais ceci reste 

encore à déterminer. 

L’ensemble des facteurs régulant l’activité des MMPs est schématisé en figure 15. 
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Figure 15: Inhibiteurs des MMPs dans l’environnement péricellulaire. 
A. Inhibiteurs tissulaires des MMPs (TIMPs). B. Autres inhibiteurs. RECK, reversion inducing cysteine riche 
protein with Kasal motifs; LDL-RP, lipoprotein receptor-related protein; TSP-2, thrombospondin-2; TFPI-2, 
tissue factor pathway inhibitor-2. Modifiée d’après (Baker et coll., 2002). 
 

A.5.4 ROLE DES MMPS DANS LE CANCER: 

 
 Les MMPs sont généralement présentes à des taux élevés et sous forme activée dans les 

tumeurs malignes plutôt que dans les tissus normaux ou les lésions bénignes et pré-

cancéreuses. L’expression la plus élevée des ces MMPs est particulièrement retrouvée au 

niveau des fronts de migration à l’interface tumeur/stroma (Sternlicht et Werb, 2001). Des 
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corrélations positives ont été établies entre l’expression des MMPs et divers indicateurs de 

mauvais pronostic dans de nombreux types de cancer. Dans les cancers épithéliaux, la plupart 

des MMPs sont sur-exprimées par les cellules stromales plutôt que par les cellules épithéliales 

elles-mêmes (McKerrow et coll., 2000). Cependant, l’expression des MMPs par les cellules 

stromales voisines est souvent induite par les cellules épithéliales tumorales. L’implication des 

MMPs lors des différentes étapes de la progression tumorale s’appuie sur de nombreuses 

observations cliniques décrivant l’expression importante des MMPs dans différents cancers 

métastatiques humains (Figure 16). Elles sont aussi fondées sur le grand nombre de protéines 

matricielles et non matricielles qui sont modifiées par les MMPs et sur les conséquences de 

ces modifications dans le domaine de la croissance et de l’invasion tumorale (voir tableau 2). 

 

A.5.4.1 Perte d’adhérence: 

 

Les complexes d’adhérence intercellulaire jouent un rôle majeur dans le contrôle de 

l’invasion. La perte ou la redistribution des molécules d’adhérence intercellulaire telles que le 

complexe cadhérine-E/caténines ont souvent été décrites dans de nombreux carcinomes 

(Hirohashi, 1998). Certaines MMPs, en particulier la MMP-3 et la MMP-7, ont été impliquées 

dans la perte d’adhérence cellulaire et la modification phénotypique des cellules épithéliales. 

Ces enzymes peuvent en effet digérer la cadhérine-E et, de ce fait, rompre les adhérences 

intercellulaires des épithéliums et stimuler l’expression de gènes impliqués dans la progression 

tumorale en favorisant le transfert de la caténine-β vers le noyau cellulaire. Le clivage de la 

cadhérine-E libère dans le même temps un fragment de cadhérine-E soluble de 80kDa dans le 

milieu qui à son tour peut inhiber les fonctions de la cadhérine-E de manière paracrine et 

induire une perte d’adhérence cellulaire (Noe et coll., 2001). Les fragments de cadhérine-E 

soluble induisent à leur tour l’augmentation de l’expression de MMPs par des cellules 

tumorales de poumon (Nawrocki-Raby et coll., 2003a). Par leur activité de dégradation, les 

MMPs peuvent aussi réguler les interactions cellules/MEC. Ainsi, la MT1-MMP est impliquée 

dans le processing du CD44 et de l’intégrine αv (Seiki, 2003). Enfin, les MMPs peuvent se 

lier à certaines molécules d’adhérence. La MMP-9 et la MMP-1 interagissent respectivement 

avec le CD44 et l’intégrine α2β1 (Yu et Stamenkovic, 1999; Dumin et coll., 2001). La pro-

MMP-2 interagit, pour sa part, avec l’intégrine αvβ3 ce qui joue un rôle important dans sa 

localisation à la membrane et son activation (Brooks et coll., 1996). 
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A.5.4.2 Invasion tumorale: 

 

Le rôle des MMPs lors de l’étape d’invasion tumorale a été parmi les mieux étudiés. 

En particulier, des modèles expérimentaux ont montré que la surexpression des MMP-2, -3, -

13 et de la MT1-MMP induit l’invasion de lignées cellulaires en collagène de type I et en 

matrigel (Lochter et coll., 1997; Deryugina et coll., 1997; Ala-aho et coll., 2002; Ip et coll., 

2005). 

Au front d’invasion, les MMPs présentes sont souvent produites non pas par les 

cellules tumorales mais par les cellules stromales (fibroblastes, cellules endothéliales, 

macrophages) stimulées spécifiquement par les cellules tumorales (Basset et coll., 1997). En 

effet, les transcrits de la plupart de ces MMPs (MMP-1, -2, -9, -11, -13 et MT1-MMP) sont 

synthétisées de façon prédominante par les cellules stromales (Basset et coll., 1990; Polette et 

coll., 1994b; Heppner et coll., 1996; Nawrocki et coll., 1997; Uria et coll., 1997; Nabeshima et 

coll., 2000) à l’exception des transcrits de la MMP-7 produits par les cellules tumorales 

(Nawrocki et coll., 1997). Les cellules tumorales peuvent stimuler la production de MMPs par 

les cellules stromales de manière paracrine à travers la sécrétion d’interleukines, d’interférons, 

de l’EMMPRIN (Extracellular Matrix Metalloproteinase Inducer) et de facteurs de croissance 

(Sternlicht et Werb, 2001). D’autre part, les MMPs sécrétées par les cellules stromales peuvent 

être recrutées à la surface des cellules tumorales. Notamment, l’ARNm de la MMP-2 est 

exprimé par les cellules stromales de cellules tumorales mammaires alors que la protéine 

MMP-2 est trouvée à la fois à la surface des cellules stromales et des cellules tumorales 

(Polette et coll., 1994a). Enfin, les cellules inflammatoires, comme les mastocytes qui 

infiltrent les sites d’invasion tumorale, peuvent aussi produire des MMPs et participer au 

remodelage de la MEC (Coussens et coll., 1999). Ces observations montrent qu’il existe une 

véritable coopération entre les cellules hôtes et les cellules tumorales. 

Parmi les MMPs impliquées dans le processus tumoral, le rôle prépondérant de la 

MMP-2 et la MT1-MMP est largement décrit. Gilles et coll. ont montré que la MT1-MMP est 

impliquée dans l’activation de la MMP-2 par le collagène de type I dans les zones 

péritumorales. Ces données suggèrent également que ce mécanisme est utilisé in vivo à la fois 

par les fibroblastes et les cellules tumorales ayant subies une TEM dans le but d’augmenter le 

processus d’invasion tumorale (Gilles et coll., 1997). Par ailleurs, Bisson et coll. ont montré 

que les myofibroblastes constituent la principale source de MT1-MMP dans les carcinomes 

mammaires (Bisson et coll., 2003). Ces myofibroblastes sont situés à proximité des groupes de 
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cellules tumorales pré-invasives et invasives et expriment à la fois la MMP-2 et son activateur 

la MT1-MMP, alors que les fibroblastes expriment uniquement la MMP-2. 

Les éléments de la MEC, en réponse à leur dégradation par les MMPs, peuvent 

également favoriser l’invasion tumorale. Le clivage de la laminine-5 par la MMP-2 et la MT1-

MMP révèle un site cryptique qui induit la mobilité cellulaire in vitro (Giannelli et coll., 1997; 

Koshikawa et coll., 2000; Gilles et coll., 2001). Cette forme clivée est détectée fréquemment 

aux fronts d’invasion des massifs tumoraux in vivo (Giannelli et coll., 1997; Koshikawa et 

coll., 2000; Gilles et coll., 2001). Le CD44, récepteur majoritaire de l’acide hyaluronique est 

clivé par la MT1-MMP ce qui favorise la migration cellulaire (Kajita et coll., 2001). Par 

ailleurs, le CD44 est capable de se complexer au domaine hémopexine de la MT1-MMP. 

Ainsi, le CD44 joue un rôle important dans la régulation de la distribution de la MT1-MMP au 

cours de la migration cellulaire et de l’invasion (Mori et coll., 2002). La formation d’un 

complexe CD44/MMP-9 a été également décrit et semble requis pour la localisation de la 

MMP-9 à la surface cellulaire et sa fonction dans l’invasion tumorale (Yu et Stamenkovic, 

1999). La localisation des MMPs dans les invadopodes est nécessaire à leur fonction de 

promoteur d’invasion (Nakahara et coll., 1997). La MMP-2, la MMP-9 et la MT1-MMP sont 

connues pour être localisées dans les invadopodes. La MT1-MMP est recrutée dans les 

invadopodes par le biais de ses domaines transmembranaire et cytoplasmique (Nakahara et 

coll., 1997) et la MMP-9 probablement par liaison au CD44 (Bourguignon et coll., 1998). 

Enfin la MMP-2 est localisée dans les invadopodes par liaison à l’intégrine αvβ3 ou la MT1-

MMP (Brooks et coll., 1996). 

 

A.5.4.3 Prolifération/survie: 

 

 Une troisième étape de la progression tumorale dans laquelle les MMPs ont été 

impliquées est la prolifération. Ce rôle inattendu fut initialement suspecté par l’observation de 

l’effet négatif que les inhibiteurs de MMPs peuvent avoir sur la croissance tumorale. Les 

mécanismes à l’origine de cet effet sont multiples et complexes. Ils impliquent tout d’abord les 

facteurs de croissance, les cytokines et leurs récepteurs. Plusieurs MMPs comme la MMP-3 

sont capables de digérer des protéines extracellulaires qui séquestrent les facteurs de 

croissance comme c’est le cas de l’IGFBP-3 (Insulin-like Growth Factor Protein 3) qui se lie à 

l’IGF II (Insulin-Growth Factor II) ou du perlécan qui séquestre le bFGF (basic Fibroblast 

Growth Factor) (Whitelock et coll., 1996; Martin et coll., 1999). D’autres MMPs peuvent 

aussi augmenter l’activité biologique de cytokines et de facteurs de croissance comme cela a 
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été démontré pour l’interleukine-8 dont l’activité augmente fortement après digestion par la 

MMP-9 (Van den Steen et coll., 2000). Enfin, par leur capacité à solubiliser des récepteurs 

membranaires de cytokines et, de ce fait, diminuer leur effet biologique, plusieurs MMPs ont 

paradoxalement un effet anti-prolifératif (Lombard et coll., 1998). Les MMPs agissent encore 

sur la prolifération des cellules tumorales par les modifications structurales qu’elles induisent 

dans les protéines de la MEC. La dégradation du collagène fibrillaire par les MMPs permet 

aux cellules de mélanome d’activer l’intégrine α2β1, de diminuer l’expression de la protéine 

p27 et de stimuler ainsi la prolifération cellulaire (Henriet et coll., 1999). De la même manière, 

l’exposition de cellules de mélanome à du collagène dégradé leur permet de se protéger de 

l’apoptose (Petitclerc et coll., 1999). Par protéolyse, la MMP-7 rend le ligand Fas soluble et 

actif, ce qui potentialise l’apoptose des cellules épithéliales (Powell et coll., 1999). Enfin, il a 

récemment été mis en évidence que la MMP-11 diminue l’apoptose des cellules tumorales par 

un mécanisme encore méconnu (Boulay et coll., 2001; Wu et coll., 2001). D’autre part, les 

TIMPs sont capables de moduler directement la croissance cellulaire indépendamment des 

MMPs (Bertaux et coll., 1991; Hayakawa, 1994). Tous ces effets parfois contradictoires des 

MMPs et des TIMPs dépendent encore une fois de l’équilibre entre ces molécules au niveau 

local. 

 

A.5.4.4 Angiogenèse: 

 

 La réponse angiogénique qui résulte de la synthèse de nouveaux vaisseaux dans les 

tissus tumoraux à partir de vaisseaux voisins existants est essentielle à la poursuite de la 

croissance tumorale. Les MMPs sont également largement impliquées dans les mécanismes 

d’angiogenèse pendant lesquels elles peuvent avoir à la fois un effet stimulateur et inhibiteur. 

La MMP-2, la MMP-9 et la MT1-MMP régulent directement le processus d’angiogenèse. 

L’absence d’expression de la MMP-2 réduit l’angiogenèse et la croissance tumorale dans 

différents modèles in vivo (Itoh et coll., 1998; Fang et coll., 2000). Par ailleurs, le clivage du 

collagène de type IV par la MMP-2 expose un site de liaison à l’intégrine αvβ3 et favorise la 

migration des cellules endothéliales et l’angiogenèse in vitro ainsi que la croissance tumorale 

in vivo (Xu et coll., 2001). Deux modèles transgéniques de progression tumorale ont 

également montré que la MMP-9 est importante pour l’angiogenèse (Bergers et coll., 2000; 

Coussens et coll., 2000). Notamment, la MMP-9 agit en augmentant la biodisponibilité du 

VEGF (Vascular Endothelial Growth Factor) (Bergers et coll., 2000). L’activité de la MT1-

MMP permet la migration des cellules endothéliales, l’invasion et la formation de capillaires 
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in vitro (Galvez et coll., 2001). Notamment, la MT1-MMP peut dégrader la matrice de fibrine 

qui entoure les vaisseaux néo-formés et faciliter ainsi l’invasion des tissus tumoraux par les 

cellules endothéliales (Hiraoka et coll., 1998). Enfin, il a été montré que la MT1-MMP active 

une voie de signalisation intracellulaire contrôlant l’expression du VEGF dans le cadre de la 

croissance tumorale et de l’angiogenèse (Sounni et coll., 2002). 

Les MMPs peuvent également produire des fragments qui ont des activités anti-

angiogéniques. Le clivage du plasminogène par les MMP-2, -3, -7, -9 et -12 (Dong et coll., 

1997; Cornelius et coll., 1998; Gorrin-Rivas et coll., 2000) et du collagène de type XVIII par 

les MMP-3, -9, -12, -13 et -20 (Ferreras et coll., 2000) génère respectivement des fragments 

d’angiostatine et d’endostatine qui réduisent tous deux la prolifération des cellules 

endothéliales. L’endostatine inhibe également l’invasion des cellules endothéliales en agissant 

comme un inhibiteur de la MT1-MMP et de la MMP-2 (Kim et coll., 2000). La MMP-12 

inhibe aussi l’angiogenèse par le clivage et la libération de l’uPAR (urokinase-type 

Plasminogen-activator receptor) présent à la surface cellulaire et nécessaire à l’invasion des 

cellules endothéliales (Koolwijk et coll., 2001). 

 

A.5.4.5 Intravasation, extravasation et croissance des tumeurs métastatiques: 

 

 Les MMPs sont aussi actives dans le processus d’intravasation (pénétration d’un 

vaisseau par des cellules tumorales) de part leur capacité à dégrader la membrane basale qui 

entoure l’endothélium capillaire. Notamment, il a été démontré que la MMP-9 est nécessaire à 

ce processus dans un modèle d’intravasation (Kim et coll., 1998). La surexpression de la MT1-

MMP augmente le nombre de cellules tumorales qui survivent après injection intraveineuse 

(Tsunezuka et coll., 1996). Le rôle des MMPs dans l’extravasation (sortie des cellules 

tumorales d’un vaisseau sanguin) est moins évident et controversé. En effet, si une étude a 

montré que l’utilisation d’inhibiteurs synthétiques réduit la formation de métastases 

spontanées à partir d’une tumeur primaire ou l’invasion d’une membrane basale reconstituée 

in vitro (Mignatti et coll., 1986), ce n’est pas le cas lorsque les cellules tumorales sont 

injectées dans la circulation veineuse (Koop et coll., 1994). Enfin, les MMPs pourraient aussi 

intervenir dans la croissance de tumeurs métastatiques mais ce processus est complexe car il 

implique des effets simultanés sur l’angiogenèse et la prolifération cellulaire. 
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Figure 16: Rôle des MMPs dans la progression tumorale. 
Les effets des MMPs sont indiqués à chaque étape de la progression tumorale. 1. Promotion tumorale; 2. Invasion 
locale; 3. Prolifération; 4. Angiogenèse; 5. Intravasation; 6. Extravasation 7. Croissance métastatique. Modifié 
d’après (Chantrain et DeClerck, 2002). 
 

A.5.5 MMPS, CIBLES THERAPEUTIQUES: 

A.5.5.1 Généralités: 

 

De part leur rôle dans la progression tumorale et le processus métastatique, les MMPs 

sont depuis longtemps la cible de nouvelles stratégies thérapeutiques tendant à inhiber leur 

synthèse ou à bloquer leur activité. 

La stratégie consistant à augmenter l’induction des TIMPs pour contrôler les processus 

métastatiques paraît théoriquement intéressante. Cependant, cette stratégie reste en pratique 

difficilement réalisable pour deux raisons: 

-Les TIMPs sont des glycoprotéines de haut poids moléculaire (23 et 21 kDa 

respectivement) qui requièrent une portion significative de la molécule pour leur activité 

biologique rendant leur synthèse ex-vivo délicate. 

-Leur demie-vie in vivo est de courte durée. 
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A.5.5.2 Inhibiteurs synthétiques spécifiques des MMPs: 

 
Pour surmonter ces difficultés, des inhibiteurs synthétiques des MMPs de bas poids 

moléculaires ont été développés tel le BB-94 ou batimastat® et le BB-2516 ou marimastat®. 

L’activité de ces molécules passe par leur liaison réversible avec l’atome Zn du site 

actif des MMPs ce qui leur confère un effet inhibiteur potentiel de l’activité protéolytique. 

Plusieurs molécules ayant une grande affinité pour les MMPs ont été synthétisées et peuvent 

être classées en trois catégories: 

 

1-Les inhibiteurs pseudo-peptidiques: 

Ces composés présentent une structure pseudo-peptidique mimant le site de clivage du 

substrat. Ces inhibiteurs entrent donc en compétition avec le substrat des MMPs et se lient au 

site catalytique par chélation de l’atome de zinc. La majorité des inhibiteurs étudiés in vitro et 

in vivo dans cette catégorie sont des dérivés hydroxamates dont les plus connus sont le 

batimastat® et le marimastat® (British Biotech). Ces deux molécules sont relativement non 

sélectives. Le marimastat® se distingue du batimastat® par une meilleure biodisponibilité 

orale et une faible inhibition de la MMP-3 (Hidalgo et Eckhardt, 2001). 

 

2-Les inhibiteurs non peptidiques: 

La faible biodisponibilité orale des inhibiteurs pseudopeptidiques (à l’exception du 

marimastat®), ainsi que leur manque de sélectivité, ont conduit à la synthèse d’inhibiteurs non 

peptidiques. La structure de ces composés est fondée sur l’analyse tridimensionnelle du site 

catalytique par radio-cristallographie. Le mode d’inhibition est similaire à celui des agents 

pseudo-peptidiques avec toutefois une plus grande spécificité pour le type de MMP inhibée. 

Leur spectre est donc plus sélectif avec une faible activité vis-à-vis des MMP-2 et -9 (Brown, 

1999; Hidalgo et Eckhardt, 2001). 

 

3-Les dérivés de tétracyclines: 

Cette classe de médicaments comprend des antibiotiques classiques tels que la 

tétracycline, la doxycycline et la ménocycline, mais aussi de nouveaux composés analogues 

tels que le Metastat®, une tétracycline chimiquement modifiée pour éliminer l’activité 

antimicrobienne et la toxicité gastro-intestinale. Ces composés inhibent les collagénases et les 

gélatinases par divers mécanismes. Ils bloquent l’activité des MMPs par chélation de l’atome 
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de zinc du site catalytique, interfèrent avec l’activation protéolytique des pro-enzymes, 

réduisent l’expression des MMPs et diminuent leur dégradation (Hidalgo et Eckhardt, 2001; 

Rudek et coll., 2001) (voir tableau 3). 

 

Inhibiteurs Classe d’inhibiteurs Spécificité 
Batimastat® (BB-94) pseudo-peptidique Large spectre (MMP-1, -2, -3, -7 et -9)
Marimastat® (BB-2516) pseudo-peptidique Large spectre (MMP-1, -2, -7 et -9) 
Prinomastat® (AG3340) non peptidique MMP-2, -3 et -9 
BAY 12-9566 non peptidique MMP-2, -3 et -9 
BMS-275291 non peptidique MMP-2 et -9 
CGS-27023A non peptidique Large spectre 
Metastat (COL-3) Tétracycline modifiée MMP-2 et -9 
 

Tableau 3: Propriétés des principaux inhibiteurs synthétiques des MMPs. 
D’après (Chantrain et DeClerck, 2002). 
 

A.5.5.3 Autres molécules inhibitrices des MMPs: 

 

D’autres molécules sont capables d’inhiber les MMPs. Ainsi, les biphosphonates, 

utilisés dans les désordres de l’équilibre calcique et plus récemment dans le traitement palliatif 

des métastases osseuses de certains cancers, semblent diminuer l’activité protéolytique et 

réduisent aussi la sécrétion des MMP-2 et MT1-MMP. Stearns et Wang ont démontré chez le 

rat que l’alendronate bloque partiellement les métastases osseuses mais augmente la survenue 

des métastases dans les tissus mous (Stearns et Wang, 1998). Le mécanisme d’action de cette 

molécule passe par l’inhibition de synthèse des MMP-2 et MMP-9. Dans la même étude, 

l’alendronate a été associé au paclitaxel (Taxol®). Ce dernier est déjà connu pour inhiber la 

synthèse et la sécrétion des MMPs sans altérer leur activité. Lorsqu’il est associé à 

l’alendronate, chez l’animal, l’activité anti-protéolytique est optimale avec un blocage de la 

croissance tumorale et une baisse significative du taux de métastases.  

Enfin, il a été démontré que la vitamine D3 (calcitriol) inhibe la synthèse et l’activité des 

collagènases de type IV (MMP-2 et MMP-9). Elle a également un rôle anti-prolifératif et pro-

apoptotique sur certaines lignées cellulaires d’adénocarcinomes. 

 

A.5.6 REGULATION DES MMPS PAR LA CADHERINE-E AU COURS DE L’INVASION TUMORALE: 

 

Des études ont montré que l’expression de la cadhérine-E est inversement corrélée à 

l’expression des MMPs in vivo dans des carcinomes (Kitadai et coll., 1996; Anzai et coll., 
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1996; Polette et coll., 1998). Notamment, l’expression de la MT1-MMP dans les cellules 

épithéliales tumorales est corrélée à la ré-organisation des complexes cadherine-E/catenines 

(Takahashi et coll., 2002; Hlubek et coll., 2004). Un lien fonctionnel entre la cadhérine-E et 

les MMPs a été établi par la mise en évidence in vitro de la régulation négative de l’expression 

des MMPs par la cadhérine-E dans des lignées tumorales (Luo et coll., 1999; Ara et coll., 

2000; Nawrocki-Raby et coll., 2003b). Les mécanismes mis en jeu lors de la régulation de 

l’expression des MMPs par la cadhérine-E sont encore mal connus. La voie caténine-β/Tcf 

semble être une des voies possibles de signalisation intracellulaire impliquée (Nawrocki-Raby 

et coll., 2003b). En effet, la MMP-7, la MT1-MMP ou la MMP-26 sont des cibles connues de 

la caténine-β (Brabletz et coll., 1999; Takahashi et coll., 2002; Marchenko et coll., 2004). 

Cependant, d’autres voies de régulation impliquant la cadhérine-E pourraient intervenir. 
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A.6 NANOS: 

 

Les protéines de la famille de Nanos ont été identifiées dans un certain nombre 

d’organismes par la présence d’un domaine en doigt de zinc de liaison à l’ARN (CCHC)2 dans 

leur extrémité carboxy-terminale. Le membre de cette famille le mieux décrit est la protéine 

Nanos de Drosophila melanogaster. 

 

A.6.1 NANOS CHEZ LA DROSOPHILE: 

A.6.1.1 Détermination de l’axe antéro-postérieur: 

 

Le rôle du gène nanos a été mis en évidence au cours du processus de formation de 

l’abdomen chez la drosophile (Drosophila) (Wang et Lehmann, 1991). Chez la drosophile, 

l’établissement de la polarité antéro-postérieure a lieu avant la fécondation. Deux 

déterminants, les gènes nanos et bicoïd jouent un rôle important (St Johnston et Nusslein-

Volhard, 1992). Au cours de l’ovogenèse, les ARNm nanos et bicoïd issus des cellules 

nourricières maternelles vont s’accumuler, respectivement, au pôle postérieur et au pôle 

antérieur de l’ovocyte. La protéine Nanos, traduite uniquement au pôle postérieur, va diffuser 

et former un gradient postéro-antérieur qui s’oppose au gradient de la protéine Bcd (Gavis et 

Lehmann, 1992; Wang et coll., 1994). La protéine Nanos agit directement sur la formation de 

l’abdomen en réprimant la traduction des ARNm de hunchback (hb) (Hulskamp et coll., 1990; 

Wharton et Struhl, 1991; Struhl et coll., 1992; Tautz et Schmid, 1998). La protéine Bicoïd, 

quant à elle, autorise l’expression de la protéine hunchback et permet le développement de la 

tête et du thorax (Driever et Nusslein-Volhard, 1989; Tautz, 1998). A son tour, la protéine Hb 

régule l’expression de gènes de types gap dans l’embryon qui définissent ultérieurement les 

différents segments de la larve et de l’adulte le long de l’axe antério-postérieur (Hulskamp et 

Tautz, 1991). Au cours de ce processus, la protéine Nanos agit en collaboration avec la 

protéine Pumilio afin de réprimer la traduction des ARNm maternels de hunchback (hb) 

(Tautz, 1988; Tautz et Pfeifle, 1989; Hulskamp et coll., 1989; Irish et coll., 1989; Struhl, 

1989). Cette répression traductionnelle est assurée par la présence de sites spécifiques NREs 

(nanos responsive elements) dans la partie 3’UTR des ARNm de hunchback (hb) (Wharton et 

Struhl, 1991; Wharton et coll., 1998). Pumilio se lie directement aux sites NREs de manière 

spécifique et l’interaction Nanos-Pumilio est essentielle à l’activité de répression 

traductionnelle de hb (Murata et Wharton, 1995; Wharton et coll., 1998; Sonoda et Wharton, 

1999). 
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A.6.1.2 Développement des lignées germinales: 

 

Dans de nombreux organismes, les cellules progénitrices des lignées germinales 

(primordial germ cells, PGCs) sont formées dans une région embryonnaire distincte des 

gonades. Chez la drosophile, les lignées germinales ont pour origine des PGCs situées au pôle 

postérieur de l’embryon et vont migrer au cours de la morphogenèse vers les gonades où a lieu 

leur différenciation en cellules germinales (Kobayashi et coll., 2005). La protéine Nanos est 

présente dans les PGCs (ou cellules polaires) et restent détectable lors de leur migration 

(Wang et coll., 1994). Les PGCs qui n’expriment pas la protéine Nanos migrent mais sont 

incapables de se développer en cellules germinales fonctionnelles (Kobayashi et coll., 1996; 

Forbes et Lehmann, 1998). Notamment, l’étude de PGCs homozygotes pour une mutation de 

Nanos montre l’incapacité de ces cellules à être incorporées dans les gonades d’un embryon 

normal (Kobayashi et coll., 1996). De plus, ces cellules mutantes sont incapables de contribuer 

à la production de cellules œufs chez l’adulte femelle (Kobayashi et coll., 1996; Forbes et 

Lehmann, 1998). Pumilio semble également être requis pour la migration des PGCs (Asaoka-

Taguchi et coll., 1999). Il a été suggéré que Nanos agit avec Pumilio pour réguler des 

évènements spécifiques dans les PGCs en réprimant la traduction de transcrits spécifiques. 

Les ARNm de la cycline B constituent une des cibles de Nanos et Pumilio dans les 

PGCs (Asaoka-Taguchi et coll., 1999) par la présence de sites de type NREs dans leur partie 

3’UTR (Dalby et Glover, 1993). Des études ont mis en évidence que les PGCs migrantes 

n’entrent plus en mitose et restent à l’état de quiescence en phase G2 du cycle cellulaire alors 

que les cellules somatiques continuent de proliférer. Dans le même temps, la traduction des 

transcrits cycline B est réprimée au cours de ce processus. (Dalby et Glover, 1993). Par 

ailleurs, de nouvelles études de mutants pour nanos et pumilio ont montré que des PGCs 

n’exprimant plus ces deux protéines expriment la cycline B et sont capables d’entrer en mitose 

(Asaoka-Taguchi et coll., 1999). Ce mécanisme permettrait d’éviter la dilution des facteurs 

maternels incorporés dans les PGCs et de favoriser la migration cellulaire et la régulation de 

gènes.  

D’autres études ont montré que Nanos et Pumilio sont capables de réprimer l’apoptose 

des PGCs migrantes. En effet, en absence de Nanos et Pumilio, ces cellules sont éliminées par 

apoptose (Hayashi et coll., 2004). Enfin, il a été montré que les ARNm hid (head involution 

defective) codant pour une protéine requise pour l’induction de l’apoptose, constituent une 

cible supplémentaire de Nanos et Pumilio (Grether et coll., 1995). 
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A l’intérieur des PGCs, le gène nanos est impliqué dans le maintien d’un état de 

quiescence transcriptionnelle (Deshpande et coll., 1999). Notamment, l’activité de la protéine 

Nanos induit des modifications des histones et la condensation de l’ADN maintenant 

l’inactivité transcriptionnelle de la chromatine (Schaner et coll., 2003). Des travaux récents ont 

suggéré que Nanos maintient aussi cet état de quiescence dans les PGCs en réprimant la 

production de l’importine-α2, requise pour le transport nucléaire de molécules telles que les 

facteurs de transcription (Kobayashi et coll., 2005), et en modifiant la phosphorylation de 

l’ARN polymérase II (Deshpande et coll., 2005). Ce mécanisme permettrait de réprimer la 

différenciation somatique des PGCs et de mettre en place l’identité sexuelle des cellules 

germinales (Hayashi et coll., 2004; Deshpande et coll., 2005). La prévention de la 

différenciation par Nanos pourrait également permettre l’auto-renouvellement des cellules 

souches germinales chez la drosophile adulte (Bhat, 1999; Wang et Lin, 2004). 

 

A.6.1.3 Autres fonctions attribuées à Nanos chez la drosophile: 

 

Récemment, le rôle émergent de Nanos dans d’autres processus a été mis en évidence. 

Une étude a montré que Nanos et Pumilio étaient également essentiels à la morphogenèse des 

dendrites dans les neurones périphériques de la drosophile (Ye et coll., 2004). D’autres études 

ont mis en évidence leur implication dans le développement de l’œil (Wharton et coll., 1998) 

et du nerf optique (Schmucker et coll., 1997), l’excitabilité neuronale (Schweers et coll., 2002) 

et la mémoire à long terme (Dubnau et coll., 2003). Cependant, les mécanismes mis en jeu ne 

sont pas encore connus. 

 

A.6.2 HOMOLOGUES DE NANOS: 

 

Plusieurs homologues de Nanos ont été clonés dans des organismes invertébrés comme 

HRO-NOS chez la sangsue Helobdella robusta (Pilon et Weisblat, 1997), nos-1, nos-2 et nos-

3 chez le nématode Caenorhabditis Elegans (Subramaniam et Seydoux, 1999), Cnnos-1 et 

Cnnos-2 chez Hydra magnipapillata (Mochizuki et coll., 2000), nos chez le cricket (Gryllus 

domesticus) et la sauterelle (Schistocerca americana) (Lall et coll., 2003) et chez les vertébrés 

comme Xcat-2 (Xenopus cytoskeletal associated transcripts-2) chez le xénope Xenopus laevis 

(Mosquera et coll., 1993), nos1 et nos2 chez le zebrafish Danio rerio (Koprunner et coll., 

2001). Chez la souris, trois gènes homologues de nanos ont été identifiés: nanos1 (Haraguchi 

et coll., 2003), nanos 2 et nanos 3 (Tsuda et coll., 2003). Le gène nanos1 est observé dans les 
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tubules séminifères de testicules matures, dans les oocytes avant fécondation et plus tard dans 

le système nerveux central où son expression est maintenue chez l’adulte. Le gène nanos2 est 

exprimé de façon prédominante dans les cellules germinales mâles alors que le gène nanos3 

est exprimé dans les PGCs migrantes. 

Chez l’homme, la protéine Nanos1 a été identifiée comme interagissant avec la 

protéine Pumilio-2 via des domaines hautement conservés afin de former un complexe stable 

(Jaruzelska et coll., 2003). Cette étude montre que Nanos1 et Pumilio-2 sont particulièrement 

abondantes dans les cellules souches germinales humaines et suggère que la conservation de 

l’interaction Nanos1/Pumilio-2 joue également un rôle dans le développement des cellules 

germinales et de leur maintien chez l’homme. 

 

La similarité entre les protéines Nanos des animaux de phila différents, invertébrés ou 

vertébrés, concerne uniquement les motifs en doigt de zinc CCHC présents dans la partie 

carboxy-terminale, suggérant une fonction conservée pour ces motifs. Ces organismes ont 

notamment en commun un mécanisme ancestral mettant en jeu l’interaction Nanos-Pumilio 

qui est essentielle au développement des cellules germinales et leur protection face à la mort 

cellulaire. La faible conservation de la partie amino-terminale de la protéine pourrait, quant à 

elle, être responsable de fonctions spécifiques de Nanos acquises lors de l’évolution. 

 

A.6.3 HNANOS1 ET CANCER: 

 

 Comme il a été décrit précédemment, l’expression de la cadhérine-E est fréquemment 

réprimée dans de nombreux types de tumeurs ce qui se traduit par une perte de l’adhérence 

intercellulaire mais également par l’activation de voies de signalisation intracellulaire menant 

à l’expression de gènes associés à la progression tumorale. Dans le but d’identifier les gènes 

effecteurs agissant en aval de la cadhérine-E, Strumane et coll. (Strumane et coll., 2006) ont 

utilisé l’hybridation soustractive pour mettre en évidence les transcrits exprimés de manière 

préférentielle après ré-expression de la cadhérine-E dans les cellules cancéreuses mammaires 

MDA-231. Ils ont pu mettre en évidence que le gène hNanos1 est réprimé par la cadhérine-E. 

De plus, l’analyse d’une série de lignées cellulaires tumorales montre l’existence d’une 

corrélation inverse entre les expressions de la cadhérine-E et de hNanos1. D’autres 

expérimentations montrent également que la modulation de l’expression de la cadhérine-E 

induit une régulation inverse de l’expression de hNanos1. L’expression induite de hNanos1 

peut à son tour perturber l’aggrégation cellulaire cadhérine-E-dépendante et promouvoir 
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l’invasion en gel de collagène. Ces données permettent de mettre en évidence le rôle potentiel 

de hNanos1 dans le développement tumoral. Cependant, les fonctions précises de hNanos1 

dans ce contexte restent à déterminer. 
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B. MATERIELS ET METHODES 
 
B.1 EXPRESSION IN VIVO DE HNANOS1 DANS LES CANCERS BRONCHO-

PULMONAIRES: 

B.1.1 ECHANTILLONS TISSULAIRES: 

 

Les échantillons de tissus humains utilisés pour cette étude sont obtenus à partir de la 

résection de tumeurs bronchiques. 29 échantillons sont issus de carcinomes épidermoïdes et 21 

de carcinomes glandulaires. La classification TNM et le niveau de différenciation de ces 

carcinomes sont indiqués dans le tableau suivant: 

 

Stade TNM Niveau de différenciation des tumeurs Types de 
tumeur I II III Bien 

différenciées 
Moyennement 
différenciées 

Peu 
différenciées 

Epidermoïdes 
(n=29) 7 12 10 6 12 11 

Glandulaires 
(n=21) 9 6 6 8 5 8 

 

Tableau 4: Distribution des échantillons tumoraux testés en fonction des stades TNM et 
des niveaux de différenciation. 

 

Les échantillons normaux sont issus de 12 tissus de bronches et de 15 tissus de 

parenchymes prélevés à distance du foyer tumoral et constituent les contrôles respectifs des 

échantillons de carcinomes épidermoïdes et de carcinomes glandulaires. 

 

B.1.2 ANALYSE PAR RT-PCR: 

B.1.2.1 Préparation des échantillons d’ARN: 

 

Les différents échantillons de tissus sont tout d’abord broyés dans le tampon 

d’extraction fourni dans le kit « RNA Easy » (Qiagen, MD, USA). Les extraits obtenus sont 

ensuite transférés sur une colonne dans laquelle l’ARN est purifié selon les instructions du 

fournisseur. Les concentrations d’ARN des échantillons sont déterminées grâce au kit de 

quantification «Ribogreen RNA Quantitation Kit» (Molecular Probes, Eugene, OR, USA). La 

lecture est réalisée sous spectrofluorimètre Xenius (Safas, Monaco) à une longueur d’onde 

d’excitation de 535 nm. 
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B.1.2.2 RT-PCR: 

 

La RT-PCR est réalisée à partir de 10 ng d’ARN totaux selon le protocole du kit «RTth 

DNA Polymerase» (Applied-Biosystem, Branchburg, NJ, USA). Les couples d’amorces 

employés (Eurogentec, Seraing, Belgique) sont les suivants:  

 

Enzyme Amplicon Primers 

28S 212 pb 
sens       5’-GTTCACCCACTAATAGGGAACGTGA-3’ 

antisens 5’-GGATTCTGACTTAGAGGCGTTCAGT-3’ 

hNanos1 445 pb 
sens       5’-TCTTAACCCCAGACCAGAGA-3’ 

antisens 5’-ATACTCTCCTGCCCTCAAGA-3’ 

MT1-MMP 221 pb 
sens       5’-GGATACCCAATGCCCATTGGCCA-3 

antisens 5’-C CATTGGGCATCCAGAAGAGAC-3’ 

MMP-2 225 pb 
sens       5’-AGATCTTCTTCTTCAAGGACCGGTT-3’ 

antisens 5’-GGCTGGTCAGTGGCTTGGGGTA-3’ 

 

Tableau 5: Séquences nucléotidiques utilisées pour amplifier spécifiquement les ARNm 
codant pour 28S, hNanos1, MT1-MMP et MMP-2. 

 

La reverse transcription est réalisée à 70°C pendant 15 minutes. Après deux minutes à 

95°C pour dénaturer les hétéroduplexes ARN-ADN, les séquences d’ADNc sont amplifiées 

selon les conditions décrites dans le tableau ci-dessous. 

 

RT PCR 

 1ère étape Dénaturation Annealing Elongation Etape finale 

15 min à 70°C 2 min à 95C 15 sec à 94°C 20 sec à 68°C 10 sec à 72°C 2 min à 72°C 

  
28S= 12cycles, hNanos1= 30 cycles, 

MT1-MMP= 26 cycles, MMP-2= 32 cycles. 
 

 

Tableau 6: Conditions utilisées lors de la RT-PCR. 
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Les produits de RT-PCR chargés avec du xylène-cyanol 5X sont séparés sur gel de 

polyacrylamide 12% pendant 1 heure à 200V. Les gels sont ensuite colorés avec du Sybr Gold 

(Molecular Probes, Eugene, OR, USA) puis visualisés sous une caméra Las-1000 (Fuji, 

Stamford, CT, USA). 

 

B.1.2.3 Analyse des résultats: 

 

 La densité des bandes correspondant aux produits de RT-PCR est analysée par un 

logiciel de quantification Aida (Fuji). Les valeurs obtenues pour hNanos1, la MT1-MMP et la 

MMP-2 sont ensuite normalisées avec les valeurs obtenues pour le contrôle d’amplification 

28S. Les résultats sont ensuite analysés en fonction du statut normal/tumoral des échantillons, 

la classification TNM et le taux de différenciation des tumeurs dont sont issus les échantillons 

tumoraux. Enfin, l’analyse statistique des données est réalisée à l’aide d’un test de Mann 

Whitney. 

 

B.1.3 HYBRIDATION IN SITU: 

B.1.3.1 Préparation des coupes: 

 

 Des coupes sériées de 5 µm d’épaisseur sont réalisées au cryostat à partir de tissus frais 

cryofixés immédiatement après résection dans de l’azote liquide. Les coupes sont ensuite 

transférées sur des lames Superfrost, séchées à l’air pendant 20 min, fixées à l’acétone à -20°C 

pendant 20 min avant d’être à nouveau séchées et conservées à -20°C en attente de leur 

utilisation. 

 

B.1.3.2 Linéarisation du plasmide: 

 

Le plasmide pCS2 contenant l’insert Myctag-hNanos1 (don du Pr. Frans van Roy, 

Université de Gand, Belgique) est linéarisé par l’enzyme de restriction AspI pour générer la 

sonde ARN hNanos1 sens (contrôle négatif) et par NcoI pour générer la sonde ARN hNanos1 

antisens. Après inactivation des enzymes à 80°C pendant 10 min, l’ADN est purifié sur 

colonne par l’intermédiaire du kit de purification « High Pure PCR Product Purification Kit » 

(Roche diagnostic GmbH, Mannhein, Allemagne). 
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B.1.3.3 Marquage des sondes: 

 

Les sondes ARN hNanos1 sens (1399 b) et ARN hNanos1 antisens (1130 b) sont 

produites par transcription in vitro à partir d’1 µg d’ADN linéarisé avec incorporation de 

fluorescein-12-UTP (Fluorescein RNA labeling mix, Roche) en présence des ARN 

polymérases SP6 et T7 (Roche), respectivement. La réaction de transcription est stoppée par 

l’ajout d’EDTA 0,2 M à pH 8,0. Les sondes synthétisées sont purifiées avec le kit de 

purification « High Pure PCR Product Purification Kit » (Roche). 

 

B.1.3.4 Hybridation: 

 

 Les lames sont remises à température ambiante. Les sondes marquées à la fluorescéine 

sont chauffées pendant 5 minutes à 80°C avant d’être diluées à 1,5 ng/µl dans une solution 

d’hybridation « mRNA in situ hybridization solution » prête à l’emploi (DakoCytomation, 

Glostrup, Danemark). 15 µl de sonde sont déposés sur chaque coupe recouverte ensuite avec 

une lamelle siliconée. L’hybridation est réalisée à 63°C toute une nuit sur un plateau en inox 

dans un four à hybridation en atmosphère humide. 

Après hybridation, les lamelles sont ôtées et les lames sont rincées (3 x 5 minutes) en 

tampon TBST (Tris-Buffered Saline/Tween, DakoCytomation) à température ambiante puis en 

solution de lavage stringent (DakoCytomation) pendant 30 minutes à 75°C et de nouveau en 

tampon TBST (3 x 5 minutes) à température ambiante. 

 

B.1.3.5 Révélation immunohistochimique:  

 

Les lames sont disposées en chambre humide afin de procéder à la révélation 

immunohistochimique par l’intermédiaire du kit « GenPoint fluorescein » (DakoCytomation). 

Tout d’abord, les péroxydases présentes sur les lames sont inactivées par incubation en H2O2 

pendant 5 minutes. Après rinçage en TBST, les lames sont ensuite incubées avec un anticorps 

anti-FITC-HRP (FuoroIsoThiocyanate-HorseRadish Peroxydase) dilué au 1/100ème pendant 30 

minutes. Après de nouveaux rinçages en TBST, une incubation en fluorescyl-tyramide est 

réalisée pendant 15 minutes à température ambiante pour amplifier le signal. Après rinçage en 

TBST, un anticorps anti-fluorescéine est ajouté pendant 30 minutes à température ambiante. 

Après rinçage en TBST, le chromogène AEC (3-amino, 9 éthyl-carbazole chromogen, 

Dakocytomation) est ajouté pendant 10 minutes à l’obscurité. Après rinçage à l’eau, les tissus 
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sont contre-colorés à l’hématoxyline pendant 2 minutes avant le montage des lames au 

Faramount (DakoCytomation). 

 

B.2 INFLUENCE DE HNANOS1 SUR LE COMPORTEMENT INVASIF DE 

LIGNEES CELLULAIRES TUMORALES 

B.2.1 CULTURE CELLULAIRE: 

B.2.1.1 Lignées cellulaires: 

 
Les clones DLD1-Teton-mock et DLD1-Teton-hNanos1 nous ont été fournis par le Pr 

Frans van Roy et ont été obtenus comme décrit par Strumane et coll. (2006). Ces clones ont 

pour origine la lignée cellulaire DLD1 de carcinome de colon et possèdent tous deux un 

système Teton qui permet l’expression inductible d’un transactivateur tTA. Le clone DLD1-

Teton-hNanos1 contient un plasmide d’expression pcDNA4/TO-Myc-hNanos1 qui présente 

un site de fixation de tTA ainsi que l’ADNc de hNanos1. Le clone DLD1-Teton-mock contient 

le plasmide pcDNA4/TO vide. 

Les lignées tumorales d’origine mammaire Hs578T et BT549 et bronchique, BZR, 

proviennent de l’American Type Culture Collection (ATCC, Rockville, MD). Les lignées 

cellulaires BT549 et Hs578T sont issues de carcinomes mammaires canalaires métastatiques. 

La lignée cellulaire BZR a été obtenue en transfectant l’oncogène v-Ha ras dans les cellules 

Beas2B (cellules épithéliales bronchiques infectées par un virus hybride SV40/adénovirus). 

 

B.2.1.2 Conditions de culture: 

 
Les cellules DLD1-Teton-mock/hNanos1sont cultivées en milieu de culture RPMI 

1640 et les lignées Hs578T, BT549 et BZR en DMEM (Dulbecco’s modified Eagle medium, 

Gibco-BRL) dans une atmosphère humide sous 5% de CO2 à 37°C. Les milieux de culture 

contiennent de la L-glutamine et sont supplémentés en SVF (sérum de veau foetal) 

décomplémenté (10%), en pénicilline (100U/ml) et streptomycine (100µg/ml). 

L’expression du gène hNanos1 est induite dans les cellules DLD1-Teton-hNanos1 en 

ajoutant de la doxycycline (2µg/ml), un analogue de la tétracycline, au milieu de culture. 

hNanos1 est exprimé sous forme d’une protéine de fusion Myc-hNanos1. La doxycycline est 

renouvelée toutes les 48 heures dans le milieu de culture afin de maintenir un taux 

d’expression du gène hNanos1 constant. Les cellules DLD1-Teton-mock traitées ou non par la 
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doxycycline ainsi que clone DLD1-Teton-hNanos1 sans traitement à la doxycycline font usage 

respectivement de contrôles pour l’effet de la doxycycline et de contrôle négatif. 

Afin de procéder aux analyses par RT-PCR, Western blotting et zymographie, les 

cellules DLD1-Teton-mock/hNanos1 sont ensemencées à une densité de 8x104 cellules/ml 

dans les puits d’une plaque 6 puits en présence ou non de doxycycline. A subconfluence, les 

cellules sont rincées deux fois en PBS. Les ARN totaux et les protéines sont alors extraits. 

Dans le but de récupérer les milieux conditionnés utilisés pour l’analyse de l’activité 

gélatinolytique par zymographie, une incubation supplémentaire de 48h en condition sans 

sérum est réalisée. 

 

B.2.2 MODELE DE DISPERSION CELLULAIRE: 

B.2.2.1 Vidéomicroscopie: 

 

Les cellules DLD1-Teton-mock/hNanos1 sont ensemencées après dissociation à une 

densité de 2.105 cellules/ml dans les puits d’une plaque 12 puits en présence ou non de 

doxycycline (2 µg/ml). 2 heures après ensemencement, une fois que les cellules ont adhéré, la 

plaque est placée dans une chambre à l’atmosphère régulée à 5% de CO2 et à 37°C d’un 

microscope Axiovert 200M (Zeiss, Oberkochen, Germany). Ce microscope est équipé d’une 

caméra CoolSNAP fx (Roper Scientific, Tucson, Arizona, USA) permettant l’enregistrement 

d’images en contraste de phase à intervalle régulier de 15 minutes pendant 48 heures. Un 

objectif x12,5 est utilisé afin d’observer un minimum de 100 cellules par champ. 

 

B.2.2.2  Analyse des images: 

 
La distribution spatiale des cellules est caractérisée en utilisant un programme 

algorithmique de sociologie cellulaire développé au sein du laboratoire basé sur trois modèles 

géométriques: le diagramme de Voronoï (VOR), la triangulation de Delaunay (DEL) et l’arbre 

de longueur minimale (ALM). Ces trois modèles géométriques construits à partir des positions 

de toutes les cellules du champ renseignent sur les relations de voisinage et de désordre des 

cellules. Ces trois représentations donnent lieu au calcul de paramètres. Le diagramme de 

Voronoï est caractérisé par la variabilité des surfaces de polygones («area disorder»=AD) et 

l’homogénéité du facteur de forme («roundness factor homogeneity»= RFH). La triangulation 

de Delaunay et l’arbre de longueur minimale sont tous les deux caractérisés par la longueur 
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moyenne, normalisée, des arêtes ou segments (m) et l’écart type, normalisé, des longueurs 

d’arêtes ou segments (σ). 

 

 
 

Figure 17: Illustration des différents modèles géométriques établis par le logiciel de 
sociologie cellulaire. 
A. Image binarisée représentant la position des noyaux cellulaires du champ observé. B. Diagramme de Voronoï 
déterminé à partir de l’image binarisée et représentant les zones d’influence des cellules. C. Triangulation de 
Delaunay établie à partir des 2 figures précédentes et où chaque noyau cellulaire est relié par une arête à ses plus 
proches voisins. D. Arbre de longueur minimale établi à partir des 3 figures précédentes et constitué de segments, 
dont la longueur est minimale, reliant tous les noyaux cellulaires du champ d’observation. 

 

Afin de déterminer la distribution spatiale de la population cellulaire considérée (en 

amas, aléatoire ou régulière), les valeurs des paramètres expérimentaux sont comparées à des 

valeurs de référence obtenues par simulation de distribution spatiale sur ordinateur (Nawrocki 

et coll., 2001) (Tableau 8). 
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Distribution cellulaire Voronoi Delaunay ALM 
 AD RFH m σ m σ 

régulière 0 1 1,2 0,2 1 0 
aléatoire 0,33 0,8 1,14 0,59 0,68 0,33 
en amas 0,57 0,77 1,05 0,93 0,54 0,42 

 

Tableau 7: Valeur des différents paramètres calculés à partir du diagramme de Voronoi, 
de la triangulation de Delaunay et de l’arbre de longueur minimale pour des 
distributions régulières, aléatoires et en amas. 

 

B.2.3  MODELE DE MIGRATION CELLULAIRE EN ANNEAU: 

 
11x104 cellules DLD1-Teton-mock/hNanos1 sont ensemencées à l’intérieur d’un 

anneau de restriction de 6 mm de diamètre placé dans des puits de 22 mm de diamètre. 24 

heures après, l’anneau est enlevé, les cellules sont rincées avec du PBS et recouvertes avec du 

milieu de culture contenant ou non de la doxycycline (2 µg/ml). Dans ce modèle, les cellules 

vont migrer à partir du tapis cellulaire confluent initial délimité par l’anneau. 5 heures après 

avoir enlevé l’anneau, des images en contraste de phase de la zone d’excroissance sont 

enregistrées par l’intermédiaire du dispositif de vidéomicroscopie décrit plus haut avec un 

objectif x40 toutes les 15 minutes pendant une 1 heure. Les positions successives des noyaux 

des cellules périphériques sur chaque série d’images sont déterminées grâce à un logiciel de 

tracking 2D développé au laboratoire (Zahm et coll., 1997). Les trajectoires de chaque cellule 

sélectionnée sont établies sur une heure ainsi que les vitesses de migration respectives (µm/h). 

 

B.2.4 TEST D’INVASION EN CHAMBRE DE BOYDEN: 

 

 Dans ce test sont utilisés des Transwell composés de deux compartiments superposés, 

séparés par une membrane microporeuse dont la taille des pores est de 8 µm de diamètre 

(Corning Incorporated, Corning, NY, Etats-Unis). Les membranes sont préalablement 

recouvertes de matrigel (50µg/filtre) extrait de tumeurs EHS (Engelbrecht-Holm-Swarm) qui 

mime la composition des membranes basales (Kleinman et coll., 1986). 105 cellules mises en 

suspension dans 300 µl de milieu de culture sans SVF contenant 0,2% de BSA sont placées 

dans le compartiment supérieur. Pour les expériences d’inhibition des MMPs, le BB94 

(Batimastat, British Biotech Pharmaceutical Ltd, Oxford, UK), un inhibiteur synthétique de 

nombreuses MMPs (MMP-1, -2, -3, -7, -9, -14) est utilisé à une concentration de 5.10-6 M. Le 

compartiment inférieur est rempli avec 600 µl de milieu de culture contenant 10% de SVF et 
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2% de BSA. Les Transwell sont mis à incuber à 37°C pendant 24 heures. Les membranes sont 

ensuite fixées au méthanol pendant 10 minutes et colorées dans l’hématoxyline pendant 2 

minutes. Les cellules présentes à la face supérieure des membranes sont ôtées avec un coton 

tige. La quantification du test d’invasion est alors réalisée en comptant le nombre de cellules 

présentes à la face inférieure des membranes (30 champs avec un objectif x40). 

 

B.2.5 TEST D’INVASION IN VIVO EN SOURIS NUDE: 

 

Les cellules DLD1-Teton-mock/hNanos1 pré-traîtées ou non à la doxycycline jusqu’à 

subconfluence sont resuspendues à une densité de 4.106 cellules/200µl de milieu sans SVF 

avec ou sans doxycycline (1µg/ml). Du matrigel à 12,5mg/ml est ajouté à la suspension 

cellulaire en proportion 1:1 et 400µl du mélange est injecté en sous-cutané dans chacun des 

flancs de souris Nude (nu/nu) âgées de 6 semaines. 9 souris ont été utilisées pour les cellules 

DLD1-Teton-mock non traitées ou traitées à la doxycycline et 13 souris pour les cellules 

DLD1-Teton-hNanos1 non traitées ou traitées à la doxycycline. Afin de maintenir les 

conditions de l’étude, la doxycycline (200 µg/ml) est ajoutée avec 5% de sucrose (Sigma) dans 

l’eau des biberons des souris. Ces derniers sont changés tous les deux jours pour conserver 

l’efficacité du traitement à la doxycycline. La taille des tumeurs est ensuite contrôlée trois fois 

par semaine en mesurant leur longueur et leur largeur. Le volume des tumeurs est alors 

déterminé en appliquant la formule: l2 x L x π/6 (Reichert et coll., 2000). Après 6 semaines, les 

souris sont sacrifiées et la présence de métastases est analysée. 

 

B.2.6 TRANSFECTION TRANSITOIRE DE SIRNA SPECIFIQUES DE HNANOS1: 

 

Deux séquences de 19 nucléotides spécifiques de hNanos1 ont été sélectionnées dans la 

séquence codante du gène (Genebank accession number: NM199461) afin de générer deux 

brins sens et antisens de 21-nucléotides de types (19N) TT (N, nucléotide). Les séquences de 

19 nucléotides sélectionnées sont les suivantes: hNanos1si1, 5’-

GCCCGAGCUGCAGGUGUGC-3’; hNanos1si2, 5’-CGCGCACACCAUCAAGUAC-3’. Les 

séquences sont soumises à un «Blast» dans le génome humain afin de s’assurer de leur 

spécificité à la séquence ciblée. Ces séquences sens et antisens ont été ensuite annealées dans 

le but d’obtenir des duplexes avec des extrémités 3’ identiques. Deux duplexes ne 

reconnaissant aucune séquence dans le génome humain sont utilisés comme contrôles négatifs 

(Cont1 et Cont2). 
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Les cellules Hs578T, BT549 et BZR sont ensemencées 24 heures avant la transfection 

à 100 000 cellules/puits dans une plaque 6 puits avec 2ml de milieu de culture par puits. 1 

heure avant la transfection, le milieu de culture est changé. Les cellules sont ensuite 

transfectées par précipitation au phosphate calcique en ajoutant dans chaque puits 200µl d’un 

mélange contenant 20nM de duplexes de siRNA, 140mM de NaCl, 0,75mM de Na2HPO4, 

6mM de glucose, 5mM de KCl, 25mM d’HEPES et 125mM de CaCl2. 16 heures après la 

transfection, les cellules sont rincées avec du PBS pour éliminer le précipité et mises à incuber 

pendant 48 heures dans du milieu de culture avec ou sans SVF avant les analyses par RT-PCR, 

western blotting et zymographie ou test d’invasion en chambre de Boyden modifiée. 

 

B.2.7 ANALYSE PAR RT-PCR: 

B.2.7.1 Préparation des échantillons d’ARN: 

 

 Après rinçage des cellules en PBS, l’ARN est extrait en grattant les cellules en présence 

du tampon d’extraction fourni par le kit de purification « High Pure RNA Isolation Kit » 

(Roche). Le lysat est ensuite transféré sur une colonne dans laquelle l’ARN est purifié selon le 

protocole du fabricant. Les concentrations d’ARN des échantillons sont déterminées grâce au 

kit « Ribogreen RNA Quantitation Kit » (Molecular Probes) selon les instructions du 

fournisseur. La lecture est réalisée sous spectrofluorimètre Xenius (Safas, Monaco) à une 

longueur d’onde d’excitation de 535 nm. 

 

B.2.7.2 RT-PCR: 

 

 La RT-PCR est réalisée comme indiquée dans le paragraphe B.1.2.2. Les couples 

d’amorces et les conditions utilisés sont indiqués dans les tableaux suivants:  
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Enzyme Amplicon Primers 

28s 212 pb 
sens       5’-GTTCACCCACTAATAGGGAACGTGA-3’ 

antisens 5’-GGATTCTGACTTAGAGGCGTTCAGT-3’ 

hNanos1 445 pb 
sens       5’-TCTTAACCCCAGACCAGAGA-3’ 

antisens 5’-ATACTCTCCTGCCCTCAAGA-3’ 

MT1-MMP 221 pb 
Sens       5’-GGATACCCAATGCCCATTGGCCA-3 

antisens 5’-C CATTGGGCATCCAGAAGAGAC-3’ 

MMP-2 225 pb 
sens       5’-AGATCTTCTTCTTCAAGGACCGGTT-3’ 

antisens 5’-GGCTGGTCAGTGGCTTGGGGTA-3’ 

TIMP-1 167 pb 
sens       5’-CATCCTGTTGTTGCTGTGGCTGAT-3’ 

antisens 5’-GTCATCTTGATCTCATAACGCTGG-3’ 

TIMP-2 154 pb 
sens       5’-CTCGCTGGACGTTGGAGGAAAGAA-3’ 

antisens 5’-AGCCCATCTGGTACCTGTGGTTCA-3’ 

 

Tableau 8: Séquences nucléotidiques utilisées pour amplifier spécifiquement les ARNm 
codant pour le 28s, la MT1-MMP, la MMP-2, le TIMP-1 et le TIMP-2. 

 

RT PCR 

 1ère étape Dénaturation Annealing Elongation Etape finale 

15 min à 70°C 2 min à 95C 15 sec à 94°C 20 sec à 68°C 10 sec à 72°C 2 min à 72°C 

  28s= 12cycles, hNanos1= 30 cycles,  

MT1-MMP= 26 cycles, 

MMP-2= 32 cycles, TIMP-1= 24 cycles, 

TIMP-2= 23 cycles 

 

 

Tableau 9: Conditions utilisées lors de la RT-PCR. 

 

B.2.8 ANALYSE PAR WESTERN BLOT: 

B.2.8.1 Préparation des échantillons protéiques: 

 

Après rinçage des cellules au PBS, les protéines sont extraites en grattant les cellules 

en présence de tampon RIPA (Tris 50mM [pH 7.4], NaCl 150mM, Igepal 1% [v/v], sodium 
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deoxycholate 1% [w/v], iodoacetamide 5mM, SDS 0,1% [w/v]) contenant un cocktail 

d’inhibiteurs de protéases Complete (Roche diagnostics GmbH, Mannheim, Germany). 

L’extrait cellulaire est incubé 15 min dans la glace avant d’être centrifugé 10 min à 10000g à 

4°C afin d’éliminer les débris cellulaires. La concentration protéique des extraits cellulaires est 

déterminée par test colorimétrique en microplaque à l’aide du kit BC Assay UPTIMA 

(Interchim, Montluçon, France) et lecture de la densité optique de la coloration par le 

spectrophotomètre Xenius® (Safas) à 562 nm comme décrit par le fournisseur. La BSA 

(Bovine Serum Albumin) est utilisée comme protéine de référence pour la gamme étalon. 

 

B.2.8.2 Western blotting: 

 
 Les extraits protéiques (pour les cellules HT1080: 1 µg; pour les cellules DLD1, 20 µg 

et 0,25 µg pour l’analyse des MMPs et des molécules d’adhérence, respectivement; pour les 

cellules BZR et Hs578T: 10 µg) additionnés de tampon Laemmli 5X contenant 5% de β-

mercaptoéthanol sont dénaturés 5 min à 100°C avant d’être soumis à une électrophorèse sur 

gel de polyacrylamide 10% en présence de SDS à ampérage constant (40mA). Les protéines 

sont ensuite transférées sur une membrane de Polyvinylidene fluoride (PVDF) (NEN, Boston, 

MA, USA) sous l’effet d’un voltage constant (100V) durant 1 heure. Les membranes subissent 

tout d’abord un blocage des sites aspécifiques par une incubation de deux heures sous 

agitation à température ambiante dans un tampon de blocage (5% de lait écrémé lyophilisé + 

0,1% de Tween-20 dans du PBS). Les membranes sont ensuite incubées toute une nuit à 4°C 

sous agitation lente avec des anticorps primaires monoclonaux de souris anti-MT1-MMP 

(1/500ème, clone 5H2, R&D Systems, MN, USA), anti-c-Myc (1/1000ème, clone 9E10, Sigma), 

anti-cadhérine-E (1/100ème, Transduction Laboratories, San Jose, CA, USA), anti-caténine-β 

(1/500ème, Transduction Laboratories) ou anti-caténine p120 (1/500ème, Transduction 

Laboratories). Un anticorps primaire polyclonal de lapin anti-actine (1/200ème, Sigma) est 

également utilisé dans le but de contrôler la quantité de protéines déposées. Après trois 

rinçages de 1x15 et 2x5 minutes dans du tampon PBS + 0,1% Tween-20, les membranes sont 

incubées avec l’anticorps secondaire approprié anti-souris ou anti-lapin conjugués à une HRP 

(horse raddish peroxydase) (1:1000, DakoCytomation, Glostrup, Danemark) pendant une 

heure à température ambiante dans l’obscurité. La révélation est réalisée à l’aide du kit ECL+ 

(Amersham Pharmacia Biotech, Buckingamshire, Royaume-Uni). L’observation du signal est 

obtenue à l’aide d’un densitomètre sensible à la chimioluminescence (LAS-1000, Fuji). 
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B.2.9 ANALYSE PAR ZYMOGRAPHIE 

 

Au préalable, les milieux conditionnés des cellules DLD1 sont centrifugés sur des 

colonnes Nanosep 10 K omega (Pall Life Sciences, Ann Arbo, MI, USA) pour en concentrer 

le contenu protéique (100 fois). Les surnageants des différents transfectants additionnés de 

tampon Laemmli 5X sont soumis à une électrophorèse sur gel de polyacrylamide 10% 

contenant 1mg/ml de gélatine (Sigma, St-Louis, MO, USA) en présence de SDS à ampérage 

constant (40mA) à 4°C. Après la migration, le gel est lavé deux fois 30 minutes dans un bain 

de Triton X-100 à 2% sous agitation à température ambiante afin d’éliminer par compétition le 

SDS qui inhiberait l’activité enzymatique. Le gel est ensuite incubé une nuit à 37°C dans une 

solution de Tris 50mM pH 7,6, CaCl2 5mM et triton X-100 0,1% afin de révéler l’activité 

enzymatique. Le gel est alors coloré 30 minutes dans un bain de bleu de Coomassie R250 

contenant 10% d’acide acétique et 20% de méthanol avant d’être décoloré dans des bains 

d’acide acétique (10%) et méthanol (40%). La présence de gélatinases est visualisée par 

l’apparition de bandes claires sur fond bleu indiquant la protéolyse du substrat. 

 
B.2.10 IMMUNOCYTOCHIMIE: 

 
Les cellules DLD1-Teton-mock/hNanos1 sont cultivées jusqu’à subconfluence sur 

lamelles en verre (Ø 12 mm) disposées dans les puits d’une plaque 24 puits. Les cellules sont 

ensuite rincées deux fois en PBS pour être fixées en paraformaldéhyde (PF) 2,5% pendant 30 

minutes. Les membranes des cellules sont ensuite perméabilisées par incubation en PBS/triton 

X-100 0,2% pendant 15 minutes. Les sites aspécifiques sont alors bloqués par une incubation 

de 30 minutes en PBS/BSA 1% + triton 0,1% à température ambiante. Les lamelles sont 

ensuite mises à incubées pendant 1 heure à température ambiante avec un anticorps primaire 

monoclonal de souris reconnaissant c-Myc (1/500ème, clone 9E10, Sigma), la cadhérine-E 

(1/100ème, Transduction Laboratories, San Jose, CA, USA), la caténine-β (1/500ème, 

Transduction Laboratories) ou la caténine p120 (1/500ème, Transduction Laboratories) dilué en 

PBS/BSA 1%. Après trois rinçages de 5 min en PBS, les lamelles sont ensuite recouvertes 

avec un anticorps secondaire anti-souris couplé à l’alexa 594 (rouge) (1/200ème, Molecular 

Probes, Eugene, Oregon, USA). Après trois nouveaux rinçages de 5 min en PBS, les noyaux 

sont colorés au dapi (di aminido phenyl indo, 1/1000ème, Molecular Probes) pendant 10 min à 

température ambiante. Après deux rinçages de 5 min, les lamelles sont montées sur lames de 

verre avec du milieu de montage Aqua Polyamount (Polysciences Inc, Warrington, PA, USA). 
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B.2.11 ANALYSE DE L’ACTIVITE DE LA CATENINE-β NUCLEAIRE: 

 

Pour ces expériences, nous utilisons le plasmide rapporteur TOP-FLASH contenant 

trois sites de liaison du complexe caténine-β/TCF de type sauvage (5’-CCTTTGATC-3’) et 

son contrôle, le plasmide FOP-FLASH contenant trois sites de liaison du complexe caténine-

β/TCF de type muté (5’-CCTTTGATC-3’). Dans ces plasmides, les sites de liaison du 

complexe caténine-β/TCF sauvages ou mutés sont disposés en amont d’un promoteur minimal 

c-fos permettant l’expression de la luciférase. Ces deux plasmides ont été fournis par le 

docteur H. C. Clevers [University Hospital, Utrecht, the Netherlands] (Korinek et coll., 1997; 

van de et coll., 1997b). 

Une heure avant la transfection, 50 000 cellules DLD1-Teton-mock ou DLD1-Teton-

hNanos1 dans 500 µl de RPMI contenant 10% de SVF et supplémenté ou non en doxycycline 

(2 µg/ml) sont ensemencées par puits d’une plaque 24 puits. La transfection est réalisée en 

ajoutant à chaque puits un mélange contenant 20 µl de RPMI sans sérum, 0,6 µl de FuGENE 

(Roche diagnostic GmbH, Mannhein, Allemagne), 0,4 µg de plasmide TOP-FLASH ou FOP-

FLASH et 0,8 ng du rapporteur Renille phRG-TK (Promega, Madison, WI, USA) utilisé 

comme contrôle interne. 

24 heures après transfection, les cellules sont rincées en PBS et lysées dans 100 µl de 

tampon « passive lysis buffer » (Promega). L’activité luciférase est déterminée avec un 

luminomètre utilisant le système de dosage Dual Luciférase (Promega) sur 20 µl de lysat. Pour 

chaque expérience, l’activité luciférase est normalisée par rapport à l’activité de la Renille 

utilisée comme contrôle interne. Les valeurs obtenues avec le plasmide FOP-FLASH sont 

soustraites aux valeurs obtenues avec le plasmide TOP-FLASH. Les résultats sont exprimés en 

unités lumineuses relatives. 

 

B.2.12 ANALYSE STATISTIQUE DES DONNEES: 

 

Les données obtenues à l’issue des expériences de RT-PCR, western blotting, 

zymographie et invasion en chambre de Boyden modifiée sont exprimées en fois d’induction. 

Les fois d’induction sont déterminées par normalisation aux valeurs de chaque contrôle 

respectif. Un one sample t-test a été utilisé pour déterminer la signification des résultats. Une 

valeur de p<0,05 est considérée significative. 
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C. RESULTATS 
 

C.1 1ÈRE PARTIE: EXPRESSION IN VIVO DE HNANOS1 DANS LES CANCERS 

BRONCHO-PULMONAIRES: 

C.1.1 TAUX D’EXPRESSION DE HNANOS1 ET DES MMPS DANS LES CANCERS BRONCHO-

PULMONAIRES: 

 

 Afin de comparer le taux d’expression in vivo de hNanos1 entre les tumeurs 

broncho-pulmonaires et les tissus normaux prélevés à distance de la tumeur, une analyse de 

l’expression des ARNm de hNanos1 a été réalisée par RT-PCR. Nous avons pu observer une 

surexpression des ARNm de hNanos1 dans les tissus tumoraux (valeur médiane: 0,50) par 

rapport aux tissus normaux (valeur médiane: 0,26) (p=0,0117) (Figure 18A). Cette 

surexpression est également significative pour le groupe des tumeurs épidermoïdes par 

rapport aux tissus de bronches normales et pour le groupe des tumeurs glandulaires par 

rapport aux tissus de parenchymes normaux. 

Afin d’étudier le lien entre le taux d’expression de hNanos1 et l’agressivité des 

tumeurs, nous avons comparé le taux d’expression des ARNm de hNanos1 entre les tumeurs 

de différents stades TNM. Parmi ces tumeurs, 17 sont de stade I et, à ce titre, présentent une 

invasion locale limitée d’après l’examen histologique réalisé préalablement, 33 sont de stade 

II ou III et présentent une invasion plus étendue des tissus et, dans certains cas, une ou 

plusieurs métastases ganglionnaires. L’analyse par RT-PCR révèle que l’expression des 

ARNm de hNanos1 est significativement plus élevée dans les échantillons de tumeurs de 

hauts grades (stades II/III) (valeur médiane: 0,30) par rapport aux échantillons correspondant 

à des tumeurs de grade inférieur (stade I) (valeur médiane: 0,68) (p=0,0357) (Figure 18B). 

Cette surexpression est également significative pour le groupe des tumeurs glandulaires. Ces 

résultats suggèrent que l’expression de hNanos1 est corrélée au statut invasif des tumeurs 

bronchiques. 

L’analyse de l’expression de hNanos1 a été également réalisée en fonction du niveau 

de différenciation des tumeurs. Cependant, aucune corrélation significative n’a pu être mise 

en évidence. 
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Figure 18: Analyse par RT-PCR du taux d’expression de hNanos1 dans les cancers 
broncho-pulmonaires 
A. Analyse en fonction de la malignité des tissus. B. Analyse en fonction du stade TNM des tumeurs. Les 
tableaux présentés contiennent les valeurs médianes, les valeurs minimales et maximales, et les valeurs 
statistiques calculées par le test de Mann Whitney. 
 

 Afin d’effectuer une étude corrélative de l’expression de hNanos1 et des MMPs 

impliquées dans l’invasion tumorale, nous avons étudié en parallèle l’expression de la MMP-2 

et de la MT1-MMP dans ces mêmes échantillons. D’après l’analyse par RT-PCR de leurs 

transcrits, on constate que les taux d’expression de la MT1-MMP et de la MMP-2 sont 

significativement plus élevés dans les tissus tumoraux (valeur médiane: 0,96 et 1,17; 

respectivement) que dans les tissus normaux (valeur médiane: 0,58 et 0,90; respectivement) 

(p=0093 et p=0,0279, respectivement). Une surexpression de la MT1-MMP et de la MMP-2, 

toutefois non significative, est également observée dans les tumeurs de stades TNM II/III 

(valeur médiane: 1,41 et 1,1, respectivement) par rapport aux tumeurs de stade I (valeur 

médiane: 0,7 et 0,77, respectivement) (Figure 19). 
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Figure 19: Analyse par RT-PCR du taux d’expression de la MT1-MMP et de la MMP-2 
dans les cancers broncho-pulmonaires: 
A et C. Analyse en fonction de la malignité des tissus. B et D. Analyse en fonction du stade TNM des tumeurs. 
Tableau présentant les valeurs médianes, les valeurs minimales et maximales, et la signification par le test de 
Mann Whitney. 
 

C.1.2 LOCALISATION DES ARNM HNANOS1 DANS LES TISSUS TUMORAUX: 

 

 Après avoir mis en évidence la surexpression des ARNm hNanos1 dans les tissus 

tumoraux, nous avons étudié leur localisation sur des coupes histologiques par la technique 

d’hybridation in situ. 

Les ARNm de hNanos1 sont retrouvés dans les massifs tumoraux avec une expression 

plus marquée en périphérie aux fronts d’invasion. Les cellules stromales expriment également 

les ARNm de hNanos1 (Figure 20). 
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Figure 20: Localisation par hybridation in situ des ARNm de hNanos1 dans les cancers 
broncho-pulmonaires. 
A. Hybridation avec la sonde hNanos1 antisens. Barre: 74 µm (B). Contrôle: Hybridation avec la sonde hNanos1 
sens. Barre: 74 µm (C) Massif tumoral à fort grossissement après hybridation avec la sonde hNanos1 antisens. 
Les flêches indiquent le front d’invasion. Barre: 18 µm. (D) Hybridation avec la sonde hNanos1 antisens. Les 
flêches indiquent la présence de fibroblastes marqués. Barre: 37 µm. T: massif tumoral. Grossissements utilisés: 
x10 (A et B), x20 (D) et x40 (C). 
 

 En conclusion de cette partie, nous avons démontré que hNanos1 est surexprimé dans 

les tumeurs broncho-pulmonaires par rapport aux tissus normaux. De plus, l’expression de 

hNanos1 est corrélée au statut invasif des tumeurs testées, avec une expression préférentielle 

dans les cellules tumorales du front d’invasion. Par ailleurs, la surexpression de hNanos1 est 

associée à une surexpression de la MT1-MMP et la MMP-2. Par conséquent, nos résultats 

suggèrent que hNanos1 est associé au processus d’invasion tumorale. 
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C.2 2ÈME PARTIE: INFLUENCE DE L’EXPRESSION DE HNANOS1 SUR LE 

COMPORTEMENT INVASIF DE LIGNEES CELLULAIRES TUMORALES: 

 

Afin de déterminer dans quelle mesure l’expression de hNanos1 peut modifier le 

comportement invasif des cellules tumorales, nous avons utilisé un clone issu de cellules 

tumorales humaines de colon DLD1, exprimant de manière inductible la protéine hNanos1 

taggée par un fragment Myc. Nous avons également utilisé la technique de siRNA pour étudier 

l’effet de l’inhibition de hNanos1 sur les propriétés invasives de lignées tumorales mammaire 

et bronchique. 

 

C.2.1 INFLUENCE DE HNANOS1 SUR LE PHENOTYPE DES CELLULES DLD1: 

 

 L'observation des cellules en culture à l’aide d’un microscope à contraste de phase 

permet de mettre en évidence des modifications phénotypiques induites par hNanos1. Les 

cellules parentales DLD1 sont connues pour présenter un phénotype épithélial et cohésif. Nos 

observations confirment la présence de ce phénotype pour les cellules contrôles DLD1-Teton 

mock et les cellules hNanos1 en absence de traitement à la doxycycline (Figure 21 A, B et C). 

Les cellules DLD1-Teton-hNanos1 traitées à la doxycycline et exprimant hNanos1 présentent 

une morphologie allongée de type fibroblastoïde avec de longues extensions et un aspect 

moins cohésif (Figure 21 D). 

 
 

Figure 21: Influence de hNanos1 sur le phénotype des cellules DLD1. 
A, B et C. Les cellules présentent un phénotype épithélial. D. Les cellules exprimant hNanos1 présentent un 
phénotype plus fibroblastoïde. Barre= 11 µm. 
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C.2.2 INFLUENCE DE HNANOS1 SUR LA DISPERSION DES CELLULES DLD1: 

 

En réponse à ces premières observations, les cellules DLD1-Teton-mock et DLD1-

Teton-hNanos1 avec ou sans traitement à la doxycycline ont été testées dans un modèle de 

dispersion cellulaire basé sur l’analyse de la distribution spatiale des populations cellulaires. 

 
Figure 22: Comparaison des distributions spatiales selon les modèles géométriques de 
Voronoï, Delaunay et de l’arbre de longueur minimale (ALM). 
Distributions spatiales des cellules DLD1-Teton-mock et hNanos1 avec ou sans doxycycline à 24h représentées 
par le diagramme de Voronoï (A, D, G et J), la triangulation de Delaunay (B, E, H et K) et l’arbre de longueur 
minimale (ALM) (C, F, I et L). 
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 Au cours des premières heures de culture, les cellules DLD1-Teton-mock et DLD1-

Teton-hNanos1, non traitées ou traitées à la doxycycline, présentent le même profil, 

notamment une homogénéité de la surface des aires de Voronoï et de la longueur des segments 

pour les graphiques de Delaunay et de l’ALM correspondant à une distribution spatiale 

aléatoire. Ensuite, nous avons observé l’apparition progressive des différences de 

comportement entre les cellules exprimant ou non hNanos1. Après 24 h de culture, les cellules 

DLD1-Teton-mock traitées et non traitées ainsi que les cellules DLD1-Teton-hNanos1 non 

traitées à la doxycycline présentent une grande hétérogénéité de la surface des aires de 

Voronoï et une grande variabilité de la longueur des segments pour les graphiques de 

Delaunay et l’ALM (Figure 22 A-I), alors que les cellules DLD1-Teton-hNanos1 traitées à la 

doxycycline ont conservé une plus grande homogénéité dans la surface des aires de Voronoï 

ou la longueur des segments de Delaunay et de l’ALM (Figure 22 J-L). 

 

 

 

Figure 23: Comparaison des paramètres calculés pour les modèles de Voronoï, Delaunay 
et d’ALM à 24h de culture: 
Sur ces trois graphiques, on observe que la valeur RFH (roundness factor homogeneity) augmente alors que la 
valeur de AD (area disorder) diminue et la valeur de m (average length) augmente alors que la valeur de σ (SD) 
diminue. Ceci indique que les cellules DLD1-Teton-hNanos1  traitées (+ dox) exprimant hNanos1 présentent une 
distribution spatiale plus dispersée et aléatoire que ces mêmes cellules non traitées (- dox) et les cellules DLD1-
Teton-mock non traitées (- dox) et traitées (+ dox), lesquelles présentent toutes une distribution spatiale cohésive 
en amas (P<0.05). Les astérisques représentent les valeurs de référence calculées par simulation sur ordinateur 
d’une distribution spatiale donnée. 
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Le calcul des paramètres à partir de ces partitions et leur comparaison avec les valeurs 

de référence permettent d’attribuer aux cellules contrôles une distribution spatiale en amas 

alors que les cellules qui expriment hNanos1 ont une distribution spatiale plus aléatoire 

(Figure 23). Nawrocki-Raby et coll. ont démontré qu’une distribution aléatoire est 

caractéristique d’un phénotype plus invasif des cellules tumorales (Nawrocki-Raby et coll., 

2001). Par conséquent, ces résultats montrent que l’expression de hNanos1 induit un 

phénotype plus dispersé et invasif des cellules DLD1. 

 

C.2.3 INFLUENCE DE HNANOS1 SUR LES PROPRIETES MIGRATOIRES DES CELLULES DLD1: 

 

Afin d’étudier les effets de l’induction de l’expression de hNanos1 sur les propriétés 

migratoires des cellules DLD1, un modèle in vitro de migration cellulaire en 2D a été utilisé 

pour comparer les trajectoires ainsi que les vitesses de migration des cellules DLD1-Teton-

mock et hNanos1 avec ou sans traitement à la doxycycline. 
 

 
Figure 24: Comparaison des comportements migratoires des cellules DLD1: 
A. Images en contraste de phase des zones périphériques d’excroissance des cellules DLD1-Teton-mock et 
DLD1-Teton-hNanos1 non traitées (+ Dox) et traitées avec la doxycycline (+ Dox) à t=0 (a, b, c et d) et t =1 hr 
(e, f, g et h). B. Trajectoires de migration des cellules DLD1-Teton-mock et DLD1-Teton-hNanos1 non traitées 
(- Dox) et traitées avec la doxycycline (+ Dox) (a, b, c et d). Les trajectoires des cellules sont établies à partir des 
images enregistrées toutes les 15 minutes pendant 1 heure. Barres d’échelle: 11 µm. 

89 



Résultats 

 

Comme l’illustre la figure 24, les cellules DLD1-Teton-mock traitées ou non à la 

doxycycline et les cellules DLD1-Teton-hNanos1 non traitées ont une mobilité réduite et 

aléatoire. A l’opposé, les cellules DLD1-Teton-hNanos1 exprimant hNanos1 présentent une 

migration orientée. Aucune différence significative dans les valeurs des vitesses de migration 

n’a été observée entre les cellules DLD1-Teton-mock traitées et non traitées à la doxycycline 

(11,48 ± 3,51 µm/h et 11,44 ± 4,09 µm/h, respectivement), alors que l’expression de hNanos1 

dans les cellules DLD1-Teton-hNanos1 induit une augmentation significative (81%, p<0,001) 

de la vitesse de migration en comparaison avec les cellules DLD1-Teton-hNanos1 non traitées 

à la doxycycline (29,23 ± 7,56 µm/h et 16,14 ± 3,99 µm/h, respectivement) (Figure 25). 

L’ensemble des données obtenues dans notre modèle de migration en 2D démontre ainsi que 

hNanos1 augmente les propriétés migratoires des cellules DLD1. 

 

 

Figure 25: Comparaison des vitesses de migration des cellules DLD1. 
Les cellules DLD1-Teton-mock non traitées (- dox) et traitées (+ dox) à la doxycycline présentent des vitesses de 
migrations comparables (11,48 ± 3,51 µm/h et 11,44 ± 4,09 µm/h, respectivement) alors que les cellules DLD1-
Teton-hNanos1 traitées (+ dox), exprimant hNanos1, présentent une vitesse de migration supérieure à celle des 
cellules DLD1-Teton-hNanos1 non traitées (- dox) (29,23 ± 7,56 µm/h et 16,14 ± 3,99 µm/h, respectivement). 

 

C.2.4 INFLUENCE DE HNANOS1 SUR LE POTENTIEL INVASIF DES CELLULES DLD1: 

 

Afin d’étudier le rôle potentiel de hNanos1 lors de l’acquisition de propriétés 

d’invasion et de dégradation par les cellules tumorales, nous avons testé les cellules DLD1 en 

chambre de Boyden modifiée. Nous avons observé que les cellules DLD1-Teton-mock non 

traitées ou traitées à la doxycyline présentent des capacités invasives similaires alors que les 
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cellules DLD1-Teton-hNanos1 traitées à la doxycycline et exprimant hNanos1 sont 

significativement plus invasives que les cellules DLD1-Teton-hNanos1 non traitées (1,45 fois, 

p<0,05) (Figure 28). De plus, l’ajout d’un inhibiteur synthétique de MMPs, le BB-94, inhibe 

totalement l’invasion des cellules DLD1-Teton-hNanos1 induite par hNanos1 en présence de 

doxycycline (p<0,05). D’autre part, le BB-94 n’a pas d’effet sur les cellules DLD1-Teton-

mock non traitées ou traitées à la doxycycline et les cellules DLD1-Teton-hNanos1 non 

traitées (Figure 26). Ces résultats démontrent que hNanos1 induit l’invasion des cellules 

DLD1 de manière MMP-dépendante. 

 

 
 

Figure 26: Analyse du potentiel invasif des cellules DLD1 en chambre de Boyden 
modifiée. 
L’induction de l’expression de hNanos1 augmente le potentiel invasif des cellules DLD1-Teton-hNanos1 de 
manière MMP-dépendante. *P<0,05. 

 

C.2.5 INFLUENCE DE HNANOS1 SUR LES PROPRIETES TUMORIGENES ET INVASIVES IN VIVO DES 

CELLULES DLD1 EN SOURIS NUDE: 

 

 Afin de compléter nos données obtenues in vitro, nous avons testé le rôle potentiel de 

hNanos1 in vivo dans la formation de tumeur et la dissémination métastatique par des 

injections ectopiques des cellules DLD1-Teton-mock/hNanos1 traitées ou non à la 

doxycycline dans les flancs de souris Nude. 

 L’analyse du volume des tumeurs générées en souris Nude agées de 6 semaines après 

l’injection montre que les tumeurs générées par les cellules DLD1-Teton-hNanos1 dont 

l’expression de hNanos1 est induite par le traitement à la doxycycline présentent un volume 

significativement inférieur (médiane: 618 mm3) aux tumeurs générées par les cellules DLD1-

Teton-hNanos1 non traitées (médiane: 1515 mm3) (p<0,001). Dans le même temps, les 
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volumes des tumeurs générées par les cellules DLD1-Teton-mock avec ou sans traitement à la 

doxycycline sont équivalents et ne témoignent pas d’un effet de la doxycycline (Figure 27). 

 

 
 

Figure 27: Effet de hNanos1 sur le potentiel tumorigène des cellules DLD1 en souris 
Nude. 
A. Graphique comparant les volumes des tumeurs observées à six semaines après injection. B. Tableau 
présentant le bilan statistique du volume des tumeurs obtenues pour chaque groupe de souris injectées. 

 

 Ces données indiquent que l’expression de hNanos1 ne favorise pas la formation des 

tumeurs primaires aux sites d’injection. Au contraire, on assiste à un effet négatif de 

l’expression de hNanos1 sur le volume de la tumeur primaire. 

 

 Les autopsies réalisées sur les souris ont permis d’analyser la présence ou non de foyers 

tumoraux secondaires dans différents organes tels que le foie, la rate, les poumons et les reins. 

Les données obtenues (tableau 10) démontrent que la présence de métastases péritonéales est 

plus fréquente chez les souris ayant subi l’injection des cellules DLD1-Teton-hNanos1 traitées 

à la doxycycline et exprimant hNanos1 (46,15 %) plutôt que l’injection de ces mêmes cellules 

92 



Résultats 

non traitées (16,66 %) (p=0,091). La formation de métastases chez les souris injectées avec les 

cellules contrôles DLD1-Teton-mock avec ou sans traitement de doxycycline est presque 

identique dans les deux groupes de souris (25% contre 22,22%). Ces foyers tumoraux 

secondaires observés ont la forme de petites masses disséminées dans le tissu conjonctif 

péritonéal et de façon préférentielle au niveau du mésentère. Ces observations sont similaires 

aux constatations cliniques décrites dans le cadre de cancers colorectaux humains. Par ailleurs, 

aucune autre métastase n’a pu être détectée visuellement dans les différents organes prélevés. 

 

 

Tableau 10: Effet de hNanos1 sur la production de métastases par les cellules DLD1. 
Le pourcentage indique le nombre de souris présentant des métastases péritonéales rapporté au nombre total de 
souris autopsiées. Probabilité p calculée par test Khi2. 

 

 Les tumeurs primaires ainsi que les différents organes pouvant présenter des métastases 

ont été prélevés afin d’être soumis à une analyse histologique. L’analyse des tumeurs 

primaires révèle la structure glandulaire caractéristique d’un adénocarcinome de colon dont 

sont issues les cellules DLD1 (Figure 28 A et B). Les cellules DLD1-Teton-hNanos1 traitées à 

la doxycycline présentent toutefois un aspect plus fusiforme. L’analyse des métastases 

péritonéales découvertes montre que les cellules tumorales forment des petits massifs cerclés 

d’une couche épaisse de mésothélium (Figure 28 C). Nous distinguons également que des 

cellules tumorales peuvent envahir des ganglions lymphatiques comme l’indique la figure 28 

D. L’examen des coupes a permis de confirmer l’absence de métastases ou de micro-

métastases au sein des organes prélevés. 
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Figure 28: Histologie des tumeurs primaires et secondaires formées par les cellules 
DLD1 en souris Nude après coloration HPS. 
A. Tumeur primaire sous-cutanée observée six semaines après injection des cellules DLD1-Teton-hNanos1 - 
dox. Barre d’échelle: 32 µm. B. Tumeur primaire sous-cutanée observée six semaines après injection des cellules 
DLD1-Teton-hNanos1 + dox. Barre d’échelle: 32 µm. C. Métastase péritonéale observée dans le mésentère. Les 
flèches indiquent une fibrose stromale en périphérie. Barre d’échelle: 64 µm. D. Métastase péritonéale (M) dans 
un nodule lymphatique (L) présent dans le mésentère. Barre d’échelle: 128 µm. (Grossissement original: 5x (D), 
10x (C) et 20x (A et B)). 

 

 Ces données obtenues in vivo en souris Nude confirment que l’expression de hNanos1 

favorise le phénomène d’invasion tumorale qui potentialise la dissémination métastatique des 

cellules tumorales. 

 

C.2.6 INFLUENCE DE HNANOS1 SUR L’EXPRESSION DES MOLECULES D’ADHERENCE 

INTERCELLULAIRE PAR LES CELLULES DLD1: 

C.2.6.1 Influence de hNanos1 sur le taux d’expression des molécules d’ahérence 

intercellulaire: 

 

 Dans le but de déterminer si l’induction de propriétés de dispersion et d’invasion 

par hNanos1 s’accompagne d’une modification de l’expression des molécules d’adhérence 
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intercellulaire des cellules DLD1, une analyse du taux de cadhérine-E, caténine p120 et 

caténine-β a été réalisée par Western blot. L’analyse des extraits protéiques des cellules 

DLD1-Teton-mock et DLD1-Teton-hNanos1 non traitées ou traitées à la doxycyline ne montre 

aucune variation significative de l’expression de la cadhérine-E, la caténine-β ou de la 

caténine p120 (Figure 29). 

 

 

Figure 29: Analyse par western blotting du taux protéique des molécules d’adhérence 
intercellulaire. 
L’induction de l’expression de hNanos1, mise en évidence par un anticorps dirigé contre myc, ne modifie pas les 
taux protéiques des molécules d’adhérence cadhérine-E, caténine-β et p120. La quantité de protéines déposée a 
été contrôlée par immunoblot de la GAPDH. 

 
C.2.6.2 Influence de hNanos1 sur la localisation des molécules d’adhérence intercellulaire: 

 
L’étude de l’influence de hNanos1 sur la localisation des molécules d’adhérence 

intercellulaire a été réalisée par immunocytochimie. L’analyse immunocytochimique confirme 

la présence de la protéine de fusion Myc-hNanos1 sous la forme de «points» cytoplasmiques 

avec une forte concentration périnucléaire uniquement dans les cellules DLD1-Teton-hNanos1 

traitées à la doxycycline. En ce qui concerne les molécules d’adhérence, la cadhérine-E, la 

caténine-β et la caténine p120, elles sont localisées préférentiellement au niveau membranaire 

des cellules DLD1-Teton-mock non traitées et traitées à la doxycycline ainsi que des cellules 

DLD1-Teton-hNanos1 non traitées. Lorsque l’expression de hNanos1 est induite, on note une 

diminution importante du signal au niveau membranaire et l’apparition d’un marquage 

cytoplasmique plus intense notamment en ce qui concerne la caténine p120. Au niveau 

nucléaire, aucun marquage n’a pu être observé de manière significative pour ces molécules 

(Figure 30). 
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Figure 30: Analyse par immunocytochimie de la localisation des molécules d’adhérence 
intercellulaire: 
L’induction de l’expression de myc-hNanos1 induit une redistribution des molécules d’adhérence cadhérine-E, 
caténine-β et p120 de la membrane vers le cytoplasme des cellules. Les noyaux des cellules sont marqués au 
dapi (bleu). Les différents antigènes apparaissent en rouge. 

 

C.2.6.3 Influence de hNanos1 sur l’activité co-transcriptionnelle de la caténine-β: 

 
L’expression de hNanos1 induisant la redistribution de la caténine-β de la membrane 

cellulaire vers le cytoplasme, l’activité co-transcriptionnelle de la caténine-β dans les cellules 

DLD1 a donc été mesurée. Un test rapporteur de l’activité de la caténine-β nucléaire montre 

que l’expression de hNanos1 réduit significativement l’activité de la caténine-β nucléaire dans 

les cellules DLD1-Teton-hNanos1, alors que le traitement à la doxycycline des cellules DLD1-

Teton-mock ne modifie pas cette activité (Figure 31). 
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Figure 31:Analyse de l’activité co-transcriptionnelle de la caténine-β dans les cellules 
DLD1. 
L’activité co-transcriptionnelle de la caténine-β est évaluée en transfectant le plasmide rapporteur de l’activité 
caténine-β/Tcf TOP-FLASH. Les données sont exprimées en unité lumineuse relative. ** p<0,01. 
 

Ces données indiquent donc que la surexpression de hNanos1 perturbe la fonctionnalité 

des complexes d’adhérence cadhérine-E/caténines en induisant une redistribution des 

molécules d’adhérence du compartiment membranaire vers le compartiment cytoplasmique et 

une diminution de l’activité co-transcriptionnelle de la caténine-β. 

 

C.2.7 INFLUENCE DE HNANOS1 SUR LA PRODUCTION DE MMPS PAR LES CELLULES 

TUMORALES: 

 

La surexpression de hNanos1 dans les tumeurs bronchiques étant associée à une 

surexpression de la MMP-2 et de la MT1-MMP et l’invasion induite par hNanos1 des cellules 

tumorales DLD1 étant MMP-dépendante, nous avons analysé l’effet de hNanos1 sur 

l’expression des MMPs. Ceci a été réalisé en utilisant des transfectants DLD1 surexprimant 

hNanos1 ainsi que des cellules tumorales à fort potentiel invasif d’origine bronchique (lignée 

BZR) et mammaire (lignée Hs578T) dont l’expression de hNanos1 est réprimée par la 

transfection transitoire de siRNAs spécifiques. 

 

C.2.7.1 Influence de la surexpression de hNanos1 sur la production de MMPs par les cellules 

DLD1: 

 

 Afin de mettre en évidence la régulation transcriptionnelle de l’expression de MMPs 

par hNanos1, nous avons procédé à une analyse par RT-PCR des ARNm de plusieurs MMPs 
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dans les cellules DLD1-Teton-mock et hNanos1 traitées ou non à la doxycycline. Parmi les 

MMPs testées, la MMP-2 et la MT1-MMP présentent une modification de l’expression de leur 

ARNm lorsque hNanos1 est surexprimé dans les cellules DLD1-teton-hNanos1 après 

traitement à la doxycycline. Notamment, on constate une augmentation de 3,5 fois pour les 

transcrits de la MMP-2 (p<0,05) et de 1,5 fois (p<0,05) pour les transcrits de la MT1-MMP 

(Figure 32 A et B). Dans le même temps, on ne constate aucune modification du taux 

d’expression des transcrits des TIMP-1 et -2, leurs inhibiteurs tissulaires, dans ces mêmes 

cellules (Figure 32 A et C). Par ailleurs, le traitement à la doxycycline n’a aucune conséquence 

sur la production de MMPs et de TIMPs par les cellules contrôles DLD1-Teton-mock (Figure 

32). 

 

Figure 32: Analyse de l’expression des ARNm des MMPs et des TIMPs. 
A. Analyse des produits de RT-PCR des cellules DLD1-Teton-mock et hNanos1 non traitées ou traitées à la 
doxycycline. B et C. Les valeurs densitométriques correspondantes aux taux d’expression des MMPs et des 
TIMPs sont normalisées par rapport aux valeurs obtenues pour l’ARNr 28s. Les données sont exprimées en fois 
d’induction pour les cellules DLD1-Teton mock/hNanos1 traitées à la doxycycline rapportées à leurs contrôles 
respectifs non traités à la doxycycline. *p<0,05. 

 

 Nous avons ensuite analysé l’expression de la MT1-MMP et de la MMP-2 au niveau 

protéique respectivement par Western blotting et zymographie. Nous avons observé que les 

cellules DLD1-Teton-hNanos1 traitées à la doxycycline produisent un taux plus élevé de la 
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forme active de la MT1-MMP à 60 kDa (1.5 ± 0.2, p<0.01) par rapport à ces mêmes cellules 

non traitées (Figure 33 A). L’analyse de l’activité gélatinolytique de la MMP-2 par 

zymographie révèle que la production de la pro-forme à 72 kDa de la MMP-2 est plus élevée 

dans les cellules DLD1-Teton-hNanos1 traitées à la doxycycline (2.2 ± 0.2, p<0.001) (Figure 

33 B). Le traitement à la doxycycline n’a aucun effet sur la production de la MT1-MMP et de 

la MMP-2 par les cellules DLD1-Teton-mock (Figure 33). 

 
 

Figure 33: Analyse de l’expression protéique de la MT1-MMP et de la MMP-2. 
A. Analyse de la production de la MT1-MMP par Western blotting. B. Analyse de l’activité gélatinolytique de la 
MMP-2 par zymographie. Les valeurs densitométriques correspondantes aux taux protéiques de MT1-MMP et 
MMP-2 produites sont normalisées respectivement par rapport aux valeurs obtenues pour l’actine et à la quantité 
de protéines contenues dans les milieux conditionnés. Les données sont exprimées en fois d’induction pour les 
cellules DLD1-Teton mock/hNanos1 traitées à la doxycycline rapportées aux contrôles respectifs non traités à la 
doxycycline. *p<0,05; *** p<0,001. 

 

C.2.7.2 Influence de la répression de hNanos1 sur la production des MMPs par les cellules 

BZR et Hs578T: 

 

 Afin de confirmer que l’expression de hNanos1 participe au phénotype invasif des 

cellules tumorales en régulant l’expression des MMPs, nous avons réprimé l’expression de 

hNanos1 dans deux lignées tumorales à fort potentiel invasif, les cellules BZR et les cellules 

Hs578T. Pour cela, nous avons procédé à la transfection transitoire de deux séquences de 

siRNAs réprimant spécifiquement l’expression protéique de hNanos1 dans ces cellules 

tumorales. Après avoir vérifié que l’expression de hNanos1 est réduite dans les différents 
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transfectants, nous avons analysé l’expression des MMPs au niveau de leurs ARNm et de leurs 

protéines et enfin nous avons testé en parallèle leur potentiel invasif en chambre de Boyden 

modifiée. 

 L’analyse par RT-PCR confirme que la transfection des deux siRNAs hNanos1 (si1 et 

si2) réduit l’expression des ARNm de hNanos1 de manière significative dans les deux lignées 

(Figure 34 A). Parallèlement, les deux siRNAs hNanos1 (si1 et si2) réduisent 

significativement l’expression des ARNm de la MT1-MMP et de la MMP-2 dans les deux 

lignées tumorales Hs578T et BZR par rapport aux contrôles respectifs (cont1 et cont2) 

(respectivement, 0,79 et 0,65 fois pour Si1, 0,54 et 0,44 fois pour Si2 pour la MT1-MMP ; 

0,63 et 0,71 fois pour Si1, 0,51 et 0,32 fois pour Si2 pour la MMP-2) (Figure 34 B et C). 

 
 

Figure 34: Analyse de l’expression des ARNm de la MT1-MMP et de la MMP-2 dans les 
transfectants BZR et Hs578T. 
A. Analyse des différents transcrits hNanos1, MT1-MMP et MMP-2 par RT-PCR. B. Quantification de 
l’expression des ARNm de la MT1-MMP. C. Quantification de l’expression des ARNm de la MMP-2. Les 
valeurs densitométriques correspondantes aux taux en ARNm de la MT1-MMP et de la MMP-2 sont normalisées 
par rapport aux valeurs obtenues pour l’ARNr 28s. Les données sont exprimées en fois d’induction pour les 
transfectants si1 et si2 rapportées aux transfectants contrôles respectifs, cont1 et cont2. *p<0,05; ** p<0,01; *** 
p<0,001. 
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 Nous avons ensuite vérifié ces données en analysant la production de ces deux MMPs 

par Western blotting et zymographie. Nous constatons que la diminution des ARNm de la 

MT1-MMP et de la MMP-2 est corrélée à une diminution de l’expression des protéines 

correspondantes. Par Western blotting, nous observons une diminution significative de la pro-

forme à 63 kDa et de la forme active à 60 kDa de la MT1-MMP dans les cellules Hs578T 

transfectées par les deux siRNAs hNanos1 (0,66 fois pour si1 et 0,51 fois pour si2). En ce qui 

concerne les transfectants BZR, nous observons la diminution significative de la forme active 

à 60 kDa (0,62 fois pour si1 et 0,47 fois pour si2) (Figure 35 A). Enfin, notre analyse par 

zymographie permet de mettre en évidence une diminution significative de la pro-forme à 72 

kDa de la MMP-2 pour les transfectants Hs578T et BZR (respectivement, 0,62 et 0,53 fois 

pour si1 et 0,68 et 0,66 fois pour si2) (Figure 35 B). 

 

Figure 35: Analyse de l’expression des protéines MT1-MMP et MMP-2 dans les 
transfectants BZR et Hs578T. 
A. Analyse par Western blotting de la MT1-MMP. B. Analyse de l’activité gélatinolytique de la MMP-2. Les 
valeurs densitométriques correspondantes aux taux protéiques de MT1-MMP sont normalisées par rapport aux 
valeurs obtenues pour l’actine. Les données sont exprimées en fois d’induction pour les transfectants si1 et si2, 
rapportées aux transfectants contrôles respectifs, cont1 et cont2. *p<0,05; ** p<0,01. 

 

Nous avons ensuite vérifié que la répression de hNanos1 induisant une diminution de 

l’expression des MMPs par les cellules tumorales Hs578T et BZR, se traduit par une baisse de 

leur potentiel invasif en chambre de Boyden modifiée. Comme l’indique la figure 37, la 
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transfection des deux siRNAs hNanos1 (si1 et si2) provoque une diminution significative de la 

capacité inflitrante des cellules invasives Hs578T et BZR (respectivement, 0,56 et 0,57 fois 

pour Si1; 0,45 et 0,54 fois pour Si2). 

 

 

Figure 36: Analyse du potentiel invasif des transfectants BZR et Hs578T. 
Le potentiel invasif de chaque transfectant est évalué en comptant les cellules ayant franchi la membrane poreuse 
recouverte de matrigel. Les données sont exprimées en fois d’induction pour les transfectants si1 et si2, 
rapportées aux transfectants contrôles respectifs, cont1 et cont2. *p<0,05; ** p<0,01, ***p<0,001. 

 

L’ensemble des données obtenues par l’utilisation de siRNA hNanos1 démontre que la 

répression de hNanos1 induit une diminution de l’expression des MMPs s’accompagnant 

d’une diminution du potentiel invasif des cellules tumorales Hs578T et BZR. 
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D. DISCUSSION 
 

Dans notre étude, nous démontrons que le gène hNanos1, récemment identifié comme 

une cible réprimée par la cadhérine-E, est surexprimé in vivo dans les carcinomes bronchiques 

humains invasifs. Nous prouvons également que l’expression de hNanos1 induit la 

délocalisation du complexe d’adhérence cadhérine-E/caténines, la production de MT1-MMP 

et MMP-2 et l’invasion in vitro et in vivo des cellules tumorales. 

 

 Notre étude in vivo réalisée par RT-PCR montre que hNanos1 est surexprimé dans les 

tissus tumoraux bronchiques par rapport aux contrôles normaux. De plus, le taux d’expression 

de hNanos1 est corrélé à l’agressivité des tumeurs comme l’indique la classification TNM. 

L’analyse par hybridation in situ nous informe que hNanos1 est exprimé majoritairement par 

les cellules tumorales avec une localisation préférentielle au front d’invasion des massifs 

tumoraux. L’ensemble de ces données suggère un rôle majeur de hNanos1 lors du processus 

d’invasion tumorale. L’ensemble de nos travaux in vitro et in vivo effectuées à l’aide de 

modèles cellulaires de migration/invasion a permis de montrer que la surexpression de 

hNanos1 induit une augmentation des propriétés invasives des cellules tumorales. Notamment, 

hNanos1 induit la dispersion cellulaire, l’augmentation des propriétés migratoires et 

infiltrantes in vitro ainsi que la dissémination métastatique des cellules tumorales in vivo en 

souris Nude. En ce qui concerne les tests in vivo réalisés en souris Nude, nous avons mis en 

évidence que les tumeurs générées par les cellules surexprimant hNanos1 présentent des 

volumes inférieurs aux tumeurs formées par les cellules ne l’exprimant pas, ce qui peut 

sembler paradoxal par rapport au rôle de hNanos1 dans la progression tumorale. Cet effet 

négatif sur la formation de tumeurs peut s’expliquer par la dispersion rapide des cellules 

tumorales à partir du foyer tumoral primaire. Nous n’avons pas noté d’effet intrinsèque de 

hNanos1 sur la prolifération in vitro des cellules DLD1. Dans le même temps, une fréquence 

plus importante de métastases péritonéales est observée après injection de cellules exprimant 

hNanos1. Ces données qui sont à mettre en parallèle avec les résultats in vitro de dispersion 

cellulaire suggèrent donc que l’expression de hNanos1 favorise l’échappement des cellules 

tumorales à partir de la tumeur tumorale au profit de l’invasion et la formation de métastases. 

Ces différents résultats, en accord avec nos observations in vivo corrélant l’expression de 

hNanos1 au caractère invasif des tumeurs testées, confirment également les premières données 
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fonctionnelles obtenues par Strumane et coll. montrant que hNanos1 induit l’invasion 

cellulaire en gel de collagène de type-I (Strumane et coll., 2006). 

Lors du processus d’invasion tumorale, on constate fréquemment une perte 

d’adhérence intercellulaire liée à des perturbations des molécules des complexes jonctionnels. 

Notre analyse immunocytochimique révèle que hNanos1 induit la redistribution des molécules 

d’adhérence cadhérine-E, caténine-β et caténine p120 des complexes jonctionnels 

membranaires vers le cytoplasme des cellules. Cependant, nous n’observons pas de 

modification du niveau total de ces protéines jonctionnelles. Ces données indiquent donc que 

la surexpression de hNanos1 perturbe la fonction des complexes cadhérine-E/caténines dans 

les cellules tumorales sans altérer leurs niveaux d’expression. Strumane et coll. (2006) ayant 

démontré par immunoprécipitation que hNanos1 est capable d’interagir avec la caténine-β et 

la caténine p120, nous pouvons envisager que hNanos1 recrute dans le cytoplasme les 

caténines-β et p120, les détournant, ainsi de la cadhérine-E et, de ce fait, de leur fonction 

d’adhérence intercellulaire. Cette perte de fonctionnalité des molécules d’adhérence explique 

au moins en partie le phénotype plus dispersé et invasif des cellules surexprimant hNanos1. De 

nombreuses études ont montré en effet que la redistribution des molécules d’adhérence, en 

particulier la relocalisation de la caténine-β, est corrélée à l’augmentation des propriétés 

migratoires et invasives dans des systèmes cellulaires in vitro et in vivo (Jiang et Mansel, 

2000; Beavon, 2000; Berx et Van Roy, 2001). De même, la localisation cytoplasmique de la 

caténine p120 a été observée dans différents types de tumeurs et semble également être 

associée au phénotype invasif des cellules tumorales (Thoreson et Reynolds, 2002; Shibata et 

coll., 2004). D’après l’ensemble de ces données, nous pouvons donc attribuer à hNanos1 un 

rôle de promoteur d’invasion qui agit en aval de la perte d’expression de la cadhérine-E dans 

les cellules tumorales épithéliales en perturbant les complexes d’adhérence intercellulaire. Ce 

mécanisme aboutit à l’amplification de la perte d’adhérence. 

Les tests réalisés en chambre de Boyden modifiée avec les transfectants DLD1 

reflètent l’augmentation des propriétés de dégradation par hNanos1. Notamment, l’utilisation 

d’un inhibiteur synthétique des MMPs, le BB-94, prouve que hNanos1 augmente l’invasion 

des cellules DLD1 de manière MMP-dépendante. L’analyse de l’expression des MMPs par les 

transfectants DLD1 révèle que hNanos1 augmente l’expression de la MT1-MMP et la MMP-2 

à la fois au niveau de leur ARNm et de leur protéine. Inversement, la transfection de deux 

siRNAs spécifiques de hNanos1 dans les cellules tumorales invasives d’origine mammaire 

Hs578T et bronchique BZR diminue l’expression de ces deux MMPs et réduit dans le même 
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temps l’invasion de ces différents transfectants en chambre de Boyden modifiée. Ces résultats 

sont renforcés par les observations in vivo d’une surexpression de hNanos1 associée à une 

surexpression de la MT1-MMP et la MMP-2 dans les tissus tumoraux par rapport aux tissus 

normaux. En relation avec nos travaux, le rôle de la MMP-2 et son activateur la MT1-MMP 

dans les processus de migration et d’invasion a été largement décrit. Un nombre important 

d’études a rapporté que la surexpression de la MT1-MMP et de la MMP-2 est corrélée à la 

progression de nombreux types de cancer (Polette et coll., 2004). De plus, des observations in 

vitro ont montré que ces deux MMPs sont associées aux propriétés invasives des lignées 

cellulaires tumorales d’origine épithéliale (Gilles et coll., 2004). Nous montrons ici également 

que l’expression de hNanos1 ou sa répression n’affecte pas l’expression du TIMP-1 et du 

TIMP-2 ce qui souligne que hNanos1 provoque la rupture de l’équilibre entre les MMPs et 

leurs inhibiteurs en faveur d’une activité protéolytique élevée. L’ensemble de ces données 

démontre donc que hNanos1 augmente la production de la MT1-MMP et de la MMP-2 et 

permet d’établir une relation de cause à effet entre la promotion de l’invasion tumorale et la 

surexpression hNanos1. Il est à noter que la localisation préférentielle des ARNm de hNanos1 

observée dans les cellules tumorales plutôt que dans les fibroblastes ne semble pas concorder 

avec une régulation directe des MT1-MMP et MMP-2 qui elles sont préférentiellement 

retrouvées dans les fibroblastes des cancers broncho-pulmonaires (Nawrocki et coll., 1997), ce 

qui sous-entend un mécanisme complexe de régulation. Toutefois, le débat sur l’origine 

cellulaire des MMPs, notamment de la MT1-MMP, MMP transmembranaire dont la protéine 

est largement retrouvée dans les cellules tumorales par immunohistochimie, reste ouvert. 

 Les voies de signalisation empruntées par hNanos1 lors de l’invasion tumorale restent à 

caractériser. L’interaction de la protéine hNanos1 avec des partenaires identifiés ou supposés 

est essentielle aux fonctions de cette molécule dans le développement. Toutes les protéines de 

la famille de Nanos caractérisées dans différents organismes contiennent un domaine conservé 

C-terminal en doigt de zinc (CCHC)2 (Arrizabalaga et Lehmann, 1999; Kraemer et coll., 

1999). Chez la drosophile, Nanos est recrutée par la protéine Pumilio au niveau des éléments 

NRE (Nanos responsive element) localisé dans la partie 3’-UTR (3’-untranslated region). Le 

complexe Nanos/Pumilio va réprimer la traduction de transcrits cibles tels que les ARNm 

hunchback et cycline B (Murata et Wharton, 1995; Wreden et coll., 1997; Asaoka-Taguchi et 

coll., 1999; Sonoda et Wharton, 2001). Chez l’homme, hNanos1 interagit avec Pumilio-2 et 

est trouvé également en abondance dans les cellules souches germinales (Jaruzelska et coll., 

2003). La présence de ce complexe dans les cellules germinales de la drosophile et de 

nombreuses espèces jusqu’à celle de l’homme témoigne du rôle conservé de l’interaction 
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Nanos-Pumilio dans le développement des cellules germinales. D’après ces éléments, les 

protéines Nanos sont considérées comme des répresseurs traductionnels en se liant aux ARN 

de leurs cibles. Nous montrons ici que hNanos1 agit comme un activateur transcriptionnel en 

activant la transcription des MMPs, ce qui représente une fonction nouvelle pour les protéines 

Nanos. Par ailleurs, la faible conservation parmi les espéces de la partie N-terminale de la 

protéine hNanos1 suggère l’acquisition de nouvelle(s) fonctionnalité(s) au cours de 

l’évolution. La structure de Pumilio révèle la présence d’un domaine Puf contenant des motifs 

répétitifs en hélice (PUM repeats) qui montre une homologie avec les domaines répétitifs 

armadillo (Edwards et coll., 2001). Parmi les protéines de la famille armadillo, la caténine-β, 

une fois dissociée de la cadhérine-E, peut s’accumuler dans le cytoplasme et pénétrer dans le 

noyau où elle va jouer un rôle de co-facteur de transcription de nombreux gènes associés à 

l’invasion tumorale. La caténine-β est notamment connue pour réguler l’expression de la 

cadhérine-E ainsi que celle de la MT1-MMP en se complexant aux facteurs Tcf/LEF 

(Takahashi et coll., 2002). Notre étude révèle paradoxalement que hNanos1 réduit l’activité 

co-transcriptionnelle de la caténine-β. Ceci suggère donc que hNanos1 régule l’expression de 

la MT1-MMP et de la MMP-2 par l’intermédiaire d’une voie différente et agoniste de la voie 

classique de la caténine-β nucléaire. De plus, le promoteur de la MMP-2 ne contient pas de 

site de liaison des facteurs Tcf/LEF. hNanos1, capable d’interagir avec la caténine-β 

(Strumane et coll., 2006), pourrait réguler l’expression des MMPs en recrutant la caténine-β 

loin du facteur de transcription Tcf, soit pour la séquestrer, soit pour l’engager dans une autre 

voie de signalisation. 

La caténine p120, appartenant également à la famille des protéines armadillo, interagit 

elle aussi avec le domaine N-terminal de hNanos1 (Strumane et coll., 2006). La caténine p120 

est impliquée dans la régulation du turnover de la cadhérine-E à la membrane et ainsi joue un 

rôle dans le contrôle des propriétés d’adhérence intercellulaire (Hatzfeld, 2005). Dans les 

cellules n’exprimant plus la cadhérine-E, l’accumulation de caténine p120 cytoplasmique et 

nucléaire est impliquée dans la progression tumorale (Reynolds et Roczniak-Ferguson, 2004). 

De plus, il a été montré que l’accumulation de caténine p120 cytoplasmique affecte l’activité 

des Rho GTPases menant à l’augmentation de la migration et de l’invasion cellulaire 

(Reynolds et Roczniak-Ferguson, 2004). Par ailleurs, Strumane et coll. suggère que hNanos1 

peut intervenir dans la signalisation Rho GTPases via la caténine p120 (Strumane et coll., 

2006). L’augmentation significative de la caténine p120 cytoplasmique observée après 

l’induction de hNanos1 dans notre système cellulaire tumoral supporte en effet l’hypothèse 

106 



Discussion 

que hNanos1 intervient dans la régulation de la migration/invasion cellulaire par la caténine 

p120. Un tel mécanisme pourrait être envisagé dans des processus physiologiques tels que la 

migration des cellules germinales primordiales (Forbes et Lehmann, 1998) et le « branching » 

des dendrites neuronaux (Ye et coll., 2004), dans lesquels la participation de hNanos1 est 

décrite. D’autre part, une étude récente a démontré que l’invasion de cellules de mélanomes 

induite par CXCL12 dépend de l’intervention de la MT1-MMP et de la MMP-2 et implique la 

signalisation des Rho GTPases via la protéine GEF Vav (Bartolome et coll., 2006). D’après 

ces données, hNanos1 pourrait réguler l’expression de la MT1-MMP et de la MMP-2 en 

interagissant avec la caténine p120 et en modulant consécutivement l’activité des Rho 

GTPases. D’autres études ont montré un rôle de la caténine p120 nucléaire sur l’expression de 

gènes associés à la progression tumorale. En effet, la caténine p120 nucléaire peut se 

complexer à la protéine BTB/POZ Kaiso qui agit essentiellement comme un répresseur 

transcriptionnel. L’interaction caténine p120/Kaiso a pour conséquence de libérer Kaiso de 

l’ADN et de lever la répression de gènes cibles. Peu d’éléments sont encore connus sur la 

nature de ces cibles. Cependant, certaines cibles des complexes caténine-β-Tcf/LEF comme la 

MMP-7 sont également réprimées par Kaiso (van Roy et McCrea, 2005). Il semble maintenant 

établi que la voie de la caténine-β nucléaire et la voie caténine p120/Kaiso agissent de concert 

pour réguler l’expression de gènes associés à la progression tumorale. A ce jour, les études se 

consacrant au rôle de Kaiso n’ont pas permis d’identifier la MT1-MMP et la MMP-2 comme 

des cibles potentielles. D’autres investigations sont donc nécessaires pour déterminer le rôle de 

cette voie dans la régulation des MMPs par hNanos1. 

Au total, ce travail démontre que hNanos1 promeut l’invasion tumorale en perturbant 

l’adhérence intercellulaire et en induisant l’expression de MMPs par les cellules tumorales. 

Les mécanismes généraux impliqués par la surexpression de hNanos1 dans les cellules 

tumorales restent inconnus à ce jour cependant, les caténines (caténine-β et caténine p120) 

dont l’accumulation cytoplasmique a été observée dans notre étude pourraient jouer un rôle 

central dans l’acquisition de propriétés migratoires et invasives par hNanos1. 
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E. CONCLUSIONS ET PERSPECTIVES 
 

 A l’issue de nos travaux, nous pouvons définir hNanos1 comme un promoteur 

d’invasion agissant par la régulation des molécules d’adhérence et des MMPs. Nos résultats 

suggèrent également l’existence d’un nouveau mécanisme de régulation de l’expression des 

MMPs par la cadhérine-E dans lequel le gène d’invasion hNanos1 pourrait jouer un rôle 

central. Ainsi, nous pouvons envisager des études complémentaires afin de mieux appréhender 

les fonctions régulatrices de hNanos1. 

La mise au point d’un anticorps spécifique anti-hNanos1 permettrait une analyse 

immunohistochimique de l’expression de la protéine hNanos1 dans les tissus et notamment 

établierait un lien avec des travaux réalisés par hybridation in situ en comparant la localisation 

de la protéine hNanos1 à celle des ARNm des MT1-MMP et MMP-2. Nous pouvons 

également réaliser une étude à large échelle dans des banques de tumeurs d’origine broncho-

pulmonaire, mammaire et colique de l’expression de hNanos1 en relation avec des paramètres 

cliniques et d’évaluer ainsi sa valeur diagnostique et pronostique. 

Dans le but de compléter nos résultats d’invasion in vivo en souris Nude, nous pourrons 

utiliser des cellules tumorales de potentiel métastatique varié dont l’expression de hNanos1 

sera modifiée. Notamment, nous pourrons effectuer la transduction de siRNAs hNanos1 

stables dans des lignées cellulaires tumorales à haut potentiel métastatique et la transfection 

stable de l’ADNc de hNanos1 dans des lignées cellulaires tumorales à faible potentiel 

métastatique. Pour faire un parallèle avec notre étude prospective sur des cancers broncho-

pulmonaires, nous transfecterons des cellules tumorales bronchiques pour les tester dans un 

modèle de xénogreffe bronchique humanisé développé au sein du laboratoire et qui mime le 

processus d’invasion tumorale broncho-pulmonaire. 

 Les voies de signalisation induites par hNanos1 sont encore méconnues. Nous avons vu 

que l’interaction de hNanos1 avec les caténines pourrait y jouer un rôle central. Notamment, le 

rôle de signalisation de la caténine p120 dans le cytoplasme et le noyau ainsi que l’implication 

des protéines Rho GTPases peuvent faire l’objet de futures investigations. D’autres voies 

potentielles intervenant dans la régulation des MMPs pourront être étudiées notamment par 

l’utilisation d’inhibiteurs spécifiques des principales voies connues. De plus, en accord avec 

l’idée que hNanos1 joue un rôle direct de facteur ou de co-facteur de transcription, la liaison 

de hNanos1 au niveau des promoteurs des MMPs pourra être analysée. 
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 Dans notre étude, nous montrons que hNanos1 agit en tant que promoteur d’invasion en 

délocalisant les molécules d’adhérence et en augmentant l’expression des MMPs. D’autres 

cibles moléculaires peuvent être régulées par hNanos1 et pourraient participer à l’acquisition 

d’un phénotype migratoire et invasif des cellules tumorales. Des analyses en micro-array des 

différents transfectants utilisés dans notre étude devraient mettre en évidence de nouvelles 

cibles effectrices de hNanos1. 

  

La poursuite de ces travaux devrait permettre à terme d’identifier les voies de 

signalisation et les molécules impliquées dans les relations entre les molécules d’adhérence, 

hNanos1 et les MMPs. Ainsi, hNanos1 pourrait constituer une cible moléculaire de choix dans 

le cadre du développement de nouvelles stratégies thérapeutiques anti-cancéreuses. 
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