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I. La progression tumorale.

I.1. Généralités

La progression tumorale implique une succession d’événements complexes au
cours desquels les interactions entre les cellules tumorales, la matrice extracellulaire
environnante et les cellules hotes vont se trouver modifiées. En premier lieu, ce processus a
pour origine I’exposition de cellules normales a des facteurs cancérogénes 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 systémes de
réparation de la cellule. Cependant, lors d’expositions prolongées a ces facteurs dits
cancérogenes, les systémes de réparation peuvent étre 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 cancérogenése. Ces mutations peuvent survenir sur des
genes impliqués dans la régulation du cycle cellulaire (les proto-oncogeénes) ou des genes
suppresseurs de tumeur. Les cellules entrent alors dans un cycle dans lequel elles échappent
au contrdle normal de leur multiplication cellulaire et de leur mort cellulaire. En proliférant de
maniére anarchique, les cellules forment une tumeur : ¢’est la phase de promotion tumorale.
A partir de 13, les cellules tumorales perdent des propriétés et en acquierent de nouvelles qui
leur permettent ainsi de se propager au reste de I’organisme.

La plupart des tumeurs chez ’homme persistent insitu pendant une longue période
(quelques mois a quelques années) dans un état quiescent avascularisé. En général, le
développement de la tumeur est stoppé dés que celle-ci atteint une taille critique d’environ 1-2
mm’ en raison d’un manque d’apport en élément nutritifs. Par exemple, les mélanomes de
moins de 0,76 mm d’épaisseur ne métastasent pratiquement jamais. Ils restent dans
I’épiderme en dehors de la membrane basale, a distance du derme bien vascularisé. Les
mélanomes dont 1’épaisseur augmente sont associés a une néovascularisation au niveau du
derme, avec souvent des images de cellules tumorales entourant les néo-vaisseaux capillaires.
Ils ont alors acquis un pouvoir métastatique important. Une observation analogue peut étre
faite au niveau des cancers insitu du col utérin qui évoluent vers des cancers micro invasifs,
non métastasiques jusqu’environ 3 mm d’épaisseur. Ainsi, les cellules cancéreuses ont un
pouvoir de micro-invasion locale indépendant de leur pouvoir angiogene.

Pendant la phase avasculaire, la croissance tumorale est faible, le temps de
doublement est trés long. Cependant, I’index de marquage a la thymidine peut étre aussi élevé
que dans les tumeurs vascularisées. Il existe un état d’équilibre entre une production accrue et
une perte cellulaire accrue, essentiellement par apoptose. La détection des cancers

avasculaires est difficile, sauf sur une surface d’observation facile comme la peau, la rétine, la
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cavité buccale, le col de I'utérus, la vessie. Ces Iésions sont planes ou exubérantes, fines, a
croissance apparemment lente, et ne donnent pratiquement jamais de métastases.

Les tumeurs (primitives ou métastatiques), qui ont acquis un phénotype
angiogénique, peuvent croitre, envahir localement et métastaser, c’est la phase d’invasion
tumorale. La néo-vascularisation joue un rdle prépondérant au cours de cette phase car elle
permet les échanges de nutriments, d’oxygene, mais aussi I’évacuation des déchets cellulaires.
On décrira plus loin les facteurs angiogéniques impliqués dans la stimulation de
I’angiogenese. A ce stade, il existe des régulations croisées entre les cellules tumorales et les
cellules hotes. L hypoxie relative, qui existe prés du centre de la tumeur en raison de la
compression par la masse cellulaire, entraine la sécrétion par les cellules tumorales de facteurs
de croissance comme le facteur de perméabilité vasculaire, appelé VEGF/VPF lequel va
exercer un puissant effet angiogeéne sur les cellules endothéliales. En retour, les cellules
endothéliales, qui sous I’action des facteurs de croissance se multiplient, fabriquent des
facteurs tels que le facteur de croissance basique fibroblastique (FGFDb), le facteur de
croissance dérivé des plaquettes (PDGF), le facteur de croissance proche de I’insuline de type
1 (IGF-1), des cytokines comme les interleukines IL-1, IL-6, IL-8, et le facteur de stimulation
des granulocytes et des macrophages ou GM-CSF. Tous ces facteurs favorisent, a des degrés
divers, selon le type cellulaire, la croissance des cellules tumorales in vitro. Ils ont
probablement un role in vivo. Les cellules tumorales croissent préférentiellement le long des
travées endothéliales. Il en résulte un processus paracrine de stimulation réciproque des
cellules endothéliales et cancéreuses. Les cellules hotes et notemment les macrophages
particpent également a ces paracrines. Cette stimulation augmente la fuite des cellules
tumorales vers la circulation sanguine, mais également vers le systeme lymphatique
(hyperpression).

Au sein du foyer tumoral primaire, il arrive que certaines cellules se dissocient du
massif primitif. Une fois dispersées, ces cellules acquierent des propriétés de migration et de
dégradation. Elles sécrétent certaines protéinases et notamment des métalloprotéinases
matricielles ou MMPs. Ces MMPs ont la capacité¢ de dégrader la majorité¢ des éléments de la
matrice extracellulaire et a ce titre permettent a une cellule ou a un groupe de cellules de
progresser au sein de la matrice extracellulaire environnante ou stroma interstitiel. Certaines
de ces cellules tumorales atteignent des vaisseaux sanguins ou lymphatiques et peuvent
former des métastases a distance.

La formation de métastases dans des organes cibles est I’étape ultime de la
progression tumorale. Au niveau clinique, c’est aussi une étape critique quant au pronostic de
la pathologie cancéreuse. Certaines cellules tumorales pénétrent les vaisseaux par

intravasation pour étre transportées de manicre passive par le systéme circulatoire vers
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d’autres organes. La, une grande majorité des cellules tumorales est ¢liminée par le systéme
immunitaire et une minorité seulement y échappe. Parmi elles, certaines sont stoppées dans
des vaisseaux de petites tailles. La, par extravasation, elles traversent une nouvelle fois
I’endothélium vasculaire pour former a terme un nouveau foyer tumoral appelé métastase
dans leur nouvel environnement tissulaire. L’ensemble des phases de la progression tumorale

est rapportée sur la figure 1.

hon détectable détectable

Cellules Celules Tumewr donmante
nomales  tumorales non angiocgene

Tumeur
primaire

Métastase

\

Cellule tumorale
dormante isolee

Figure 1: Les différentes étapes de la progression tumorale. I. Phase d’initiation. II. Phase de
promotion tumorale: Les cellules tumorales proliférent de maniére anarchique et forment une tumeur primaire
avascularisée dite in situ (état de dormance). III. Invasion tumorale: acquisition du pouvoir angiogéne de la
tumeur entrainant sa vascularisation. A ce stade, 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 1’organisme par le sang. IV. Formation de métastases : des cellules
tumorales circulantes quittent la circulation sanguine par extravasation et générent des tumeurs secondaires dans
des organes cibles selon un schéma identique a celui de la tumeur primaire. L’état de dormance existe aussi pour
certaines cellules métastatiques.

I. 2. L’angiogenese.

1.2.1. Généralités.

Nous avons vu que la progression tumorale, du site primaire au site secondaire, est
constituée d’une cascade d’éveénements qui dépend du potentiel prolifératif des cellules
tumorales et de leur capacit¢ a envahir les tissus adjacents. Dans ce processus, la néo-
vascularisation ou néo-angiogen¢se joue un role prépondérant non seulement pour la

croissance tumorale mais aussi pour l’intravasation des cellules tumorales et la colonisation
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des tissus a distance (métastases). L’angiogenése implique la formation de capillaires a partir
de micro-vaisseaux préexistant. C’est un processus morphogénétique conduisant au
remodelage et a la maturation des vaisseaux. L’angiogenése doit étre différenciée de la
vasculogénése qui consiste en la formation de nouveaux vaisseaux a partir de cellules souches
appelées angioblastes issues de la moelle. On considére cependant qu’une partie de la
néoangiogenése est liée a la différenciation de cellules souches circulantes ou
mésenchymateuses en cellules endothéliales. L’angiogenése joue un rdle dans une multitude
de processus physiologiques ou pathologiques comme le développement embryonnaire, le
cycle menstruel, 1’arthrite rhumatoide, 1’artérosclérose, et la croissance tumorale et

métastasique.

1.2.1.1. Mécanismes cellulaires et moléculaires

L'initiation de la réponse angiogénique connu sous le nom de « switch»
angiogénique est sous le controle d'un équilibre dynamique entre les facteurs pro-
angiogéniques (endogeénes ou exogenes) et anti-angiogéniques qui agissent dans
'environnement immédiat des cellules endothéliales. La rupture de cet équilibre peut favoriser
la formation de nouveaux vaisseaux ou mener a la stagnation voire méme la régression de ces
derniers (Hanahan et Folkman, 1996). Des études in vitro et in vivo ont identifi¢ plusieurs
classes de molécules impliquées lors des différentes étapes de l'angiogenése notamment les
facteurs de croissance, les cytokines, les intégrines (avfBs, avPs. asPi.), les protéinases
(MMPs, ADAMTS, cathepsines...), le systéeme urokinase/plasminogene, les inhibiteurs de
MMPs et de la plasmine, les composés de la MEC mais aussi les protéines d'adhésion
intercellulaire (VCAM, PCAM, ICAM-1 et-2).

Au cours des vingt derniéres années nous avons assisté a I'émergence du concept de
matrikines, qui sont des fragments ou des domaines de macromolécules générés par
protéolyse partielle de la MEC et doués d’activités biologiques, ainsi qu'a celui de
matricryptines, qui sont des fragments cryptiques « dissimulés » au sein de macromolécules et
dont ’activité est révélée par changements conformationnels. Nombre de ces fragments issus
de la protéolyse ont été identifiés comme modulateurs de l'angiogénése au sein des tumeurs,
parmi ceux-ci il y a l'angiostatine et le kringle 5 (fragments protéolytiques du plasminogene)
(O’Reilly et coll 1994), I'endostatine et la restine (fragments protéolytiques issus du collagéne
de type XVIII et XV, respectivement) (Ramchandran et coll., 1999), un fragment de 16 kDa
issu de l'extrémité N-terminale de la prolactine (Clapp et coll., 1993), la vasostatine provenant
de la calréticuline, la kinostatine (fragments de haut poids moléculaire du domaine 5 du
kinogeéne) (Pike et coll., 1998), le domaine PEX de la MMP-2, plusieurs domaines non

collagénique provenant du collagene de type IV (Brooks et coll., 1998), I'anastéline (premicre



répétition de type III de la fibronectine) (Yi et Ruoslahti, 2001), I'endorepelline (extrémité

Carboxy terminal du perlécanne) (Mongiat et coll., 2003). Plus récemment, il a été¢ démontré

que des fragments de 1'¢lastine jouaient un rdéle important dans l'angiogénése et l'invasion

tumorale.

Les médiateurs et les inhibiteurs de I’angiogenése sont rapportés dans le tableau 1.

Molécules Pro-angiogéniques

Molécules Anti-angiogéniques

Facteurs de croissance/cytokines

Facteurs de croissance/cytokines

Vascular endothelial growth factor (VEGFA, VEGFB-B,VEGF-

C, VEGF-D, VEGF-E)

Angiopoiétine-2 (en absence de VEGF)

Placental growth factor (PIGF)

Platelet factor-4

Fibroblasts growth factor (FGF-1, FGF-2, FGF-4)

Interleukine-12

Angiopoiétine-1 (Ang-1)

Interféron a, B, y (IFNa, B, )

Angiopoiétine-2 (Ang-2) (en synergie avec VEGF)

Hepatocyte growth factor (HGF)

Pigment epithelial derived factors (PEDF)

Platelet derived growth factor (PDGF)

Transforming growth factor-a, B (TGF-a, B)

Inhibiteurs de protéases

Insulin growth factor-1 (IGF-1)

Tissue inhibitor of metalloproteinases (TIMP1-4)

Tumor necrosis factor-a (TNF-a)

PAI-1 (faible concentration)

Interleukine-8

Domaine hémopexine de la MMP-2

Chimiokines de type CXC

Maspine

Protéine 10 inductible par I’interféron (IP-10)

Ephrines et éphrines récepteurs

Protéines de la MEC et matrikines

Enzymes et inhibiteurs

Thrombospondines-1, -2

MMPs (e.g. MMP-2, MMP-9, MT1-MMP)

Vastatine dérivé du collagéne VIII

Aminopeptidase (CD13/aminopeptidase N (APN)

Arresténe (domaine NC1 chaine al(IV))

Activateur du plasminogéne de type urokinase

Canstatine (domaine NC1 chaine a2(1V))

Thymidine phosphorylase

Tumstatine (domaine NC1 chaine a3(IV))

PAI-1 (forte concentration)

Domaine NCI1 de la chaine a6(IV)

Endorepelline (domaine c-terminal du perlécanne)

Hormones et autres Anastelline (17 répétition de type III de la fibronectine)
Kallikréine SPARC et peptides dérivés
Facteur XIII Endostatine (domaine NC1 collagéne XVIII)
Angiogénine Restine (domaine NC1 collagéne XV)
Intégrines

Facteur tissulaire (TF)

Autres matrikines

Inhibiteur de fixation 1, 3 de ’ADN (ID1, ID3)

Angiostatine et kringle 5 dérivés du plasminogene

Autres molécules

Fragment de 16 Kda de la prolactine

Monoxyde d’azote (NO)

Fragment dérivé de I’antithrombine

Peroxyde d’hydrogéne

Vasostatine (dérivé de la calréticuline)

Monoxyde de carbone

Kininostatine (dérivé du domaine 5 du kininogene)

Prostaglandines

Tableau I: Médiateurs pro- et anti-angiogéniques.

La formation de nouveaux vaisseaux sanguins est un processus complexe

multifactoriel qui se déroule en plusieurs étapes lesquelles sont régulées temporellement :

1- Stimulation des cellules endothéliales par des facteurs pro-angiogéniques comme le VEGF,

FGF-2 et angiopoiétine-1 (Thomas, 1996). Cette stimulation induit la production de NO et la
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vasodilatation des vaisseaux ainsi que le détachement des péricytes (cellules pluripotentes
d'origine mésenchymateuse) (Doberty et Canfield, 1999).
2- Protéolyse de la membrane basale due a la sécrétion et a I'activation des métalloprotéinases
(MMPs) et d’autres protéinases en réponse a des signaux exogenes comme les cytokines, les
facteurs de croissance et les interactions cellules-matrice (Kalebic et coll., 1983).
3- Prolifération et migration des cellules endothéliales a travers la matrice extracellulaire
(MEC) et sous l'influence de facteurs de croissance, des MMPs et des intégrines (Cornelius et
coll., 1995).
4- Formation et maturation de nouveaux capillaires impliquant la différenciation de cellules
musculaires lisses et de péricytes.
5- Remodelage du « lit » vasculaire (c’est-a-dire la lame basale et la matrice extracellulaire)
autour du nouveau vaisseau sanguin.

Ces différentes étapes sont schématisées sur la figure 2.

Cellules endothéliales
1) Dégradanon de la

membrane basale

1) Libéranon de o
factenrs angiogéniques — -

SR (VEGF, FGF =
ke G X
5) Remodelage

Tissu en situanon de carence tissulaire

(Tissn cicamiciel, tumeur...)

Vaissean sangun

Figure 2: Représentation schématique des différentes étapes de I’angiogenese.

Dans la plupart des processus angiogéniques, et notamment en réponse a une ischémie,
des processus inflammatoires précédent 1’apparition de néo-vaisseaux. Les macrophages

recrutés et activés dans ces territoires sont probablement a 1’origine de la production de
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cytokines pro-inflammatoires qui activent les MMPs. Les lymphocytes T participent
¢galement a la réponse angiogénique d’un tissu inflammatoire et/ou ischémique (Mach et
coll., 1999) ; ils sécretent du VEGF qui peut lui-méme activer 1’expression de MMPs par les
cellules endothéliales (Unemori et coll., 1992). De plus, la molécule d’adhésion CD 154
(ligand de CD 40), un médiateur central de la réponse induit par les lymphocytes de type T-
helper, augmente directement la production de MMPs par les macrophages, les cellules

musculaires lisses et 1I’endothélium (Libby et coll., 2001).

1.2.2. Angiogenése tumorale.

Lors des toutes premicres phases de développement, une tumeur (foyer primitif ou
métastases) est sans connexion avec le systeme vasculaire préexistant dans le tissu. La simple
diffusion passive de 1'oxygene et des nutriments ne pouvant assurer une croissance tumorale
au-dela de quelques mm’. Il existe un équilibre entre les cellules en prolifération et en
apoptose, on parle de phénoméne de dormance pour ce genre de tumeurs. La connexion
vasculaire s'avére assez rapidement indispensable. Cette connexion implique une
néoangiogenese qui résulte d'effets complexes produits par des facteurs de croissance
proangiogéniques et des inhibiteurs (Figure 3). Dans un certain nombre de tumeurs, les
effecteurs positifs angiogéniques peuvent étre des produits d'oncogenes et les effecteurs
négatifs des produits de genes suppresseurs des cancers. Les multiples mutations survenant
lors de la tumorigenése entrainent les changements génétiques responsables de l'activation
d'oncogenes et de l'inhibition de suppresseurs et induisent le « switch » angiogénique. De
plus, cette complexité s'accroit si 1'on prend en compte le microenvironnement tissulaire qui
fait intervenir les interactions cellulaires avec la MEC environnante ainsi que les progéniteurs
circulants des cellules vasculaires. Plusieurs mécanismes peuvent rendre compte d'une
néoangiogenése tumorale. C'est Folkman qui évoqua pour la premiére fois la possibilité que
les cellules tumorales pourraient sécréter des facteurs de croissance proangiogéniques
(comme FGFb ou VEGF) agissant sur les cellules endothéliales des vaisseaux situés a
proximité de la tumeur et favorisant ainsi le bourgeonnement de néovaisseaux. A coté des
nombreuses cytokines proangiogéniques que les tumeurs peuvent exprimer, il faut également
prendre en compte la diminution d'expression de molécules antiangiogéniques. Un autre
mécanisme consécutif a ['hypoxie existant au centre d'une tumeur due a la compression par les
cellules tumorales environnantes pourrait induire une expression accrue de VEGF dont les
geénes sont régulés par un facteur sensible a 1'hypoxie, I’Hypoxia Inducible Factor 1o (HIF
la). Cette hyperexpression de VEGF par les cellules endothéliales aurait pour conséquence

une prolifération autocrine ou paracrine des vaisseaux.
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Figure 3: La vascularisation d’une tumeur est une étape essentielle a son
développement.

Plus récemment, il a été démontré que des progéniteurs sanguins de cellules
endothéliales existaient dans la circulation chez l'adulte. Ces progéniteurs peuvent cibler,
d'une part, un site de néoangiogenese post ischémique et contribuer a la réparation tissulaire
en rétablissant le systéme vasculaire, et d'autre part, un site de néoangiogenese tumorale et
participer ainsi a la vascularisation d'une tumeur. On ne connait pas encore les mécanismes
qui régulent la libération de ces cellules d’origine hématopoiétique ni les signaux qui
permettent de cibler ces cellules au site angiogenique, ni méme enfin l'importance de ce
phénomene dans le cancer chez I'homme. Un dernier phénomeéne, décrit depuis 1999, souligne
la complexité de la vascularisation d'une tumeur. Dans certains cancers, notamment trés
agressifs, les vaisseaux intra-tumoraux peuvent étre constitués par des cellules tumorales qui
vont s’organiser pour former un réseau vasculaire. En d'autres termes, par
transdifférenciation, les cellules cancéreuses miment les cellules endothéliales jusqu'a former
des vaisseaux fonctionnels. Ce phénoméne a d'ailleurs été appelé « vasculogenic mimicry »
(ou vasculo mimétisme) (Ribatti et coll., 2003). Le néovaisseau ainsi formé peut étre
totalement bord¢ par ces cellules tumorales différenciées en cellules endothéliales ou étre une

mosaique de ces cellules transdifférenciées et de cellules endothéliales normales.
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Les différentes étapes de I’angiogenese tumorale peuvent étre résumées de la

maniére suivante (Figure 4) :

-A- Tumeur primaire avasularisé a 1’état de dormance. Cette dernicre est alors dite

bénigne.

-B- Sous [I’influence de facteurs proangiogénique 1’endothélium subit une
vasodilatation, suivie du détachement puis de la migration des péricytes au sein de la
tumeur.

-C- Les cellules endothéliales proliférent a la base du bourgeonnement et migrent
au front : ¢’est le bourgeonement angiogénique.

-D- Les cellules s’organisent en tubules, elles reconstituent leur membrane basale
afin de former un nouveau vaisseau qui sera stabilisé par 1’attachement de péricytes.

-E- Formation de vaisseaux tumoraux fonctionnels permettant 1’irrigation de la

tumeur en élements nutrtifs.

A. Lésion dormante B. Détachement périvasculaire  C. Début du bourgeonnement
et dilatation de la paroi angiogénique

D. Poursuite du bourgeonnement; E. Vaisseaux tumoraux
formation et maturation de
nouveaux vaisseaux

@ cellule normale [===1 vaisseau et péricyte
cellule cancéreuse ﬁ cellule en apoptose
cellule en division

Figure 4: Les principales étapes de ’angiogenése tumorale. (D’aprés Bergers et Benjamin, 2003)
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1.2.3. Role du monoxyde d’azote (NO) dans I’angiogenése.

1.2.3.1. Généralités.

Furchgott et Zawadski ont démontré en 1980 que la relaxation artérielle induite par
I’acétylcholine nécessitait un endothélium intact lequel produisait une substance pouvant
diffuser et agir sur les cellules musculaires lisses (Furchgott et Zawadski, 1980). Cette
substance fut nommée Endothelial Derived Relaxing Factor (EDRF) jusqu’a ce que Palmer et
son équipe la caractérisent et découvrent en 1987 qu’il s’agissait du NO (Palmer et coll.,
1987). Le NO ayant suscité beaucoup d’intérét au cours des années qui suivirent, sa
découverte fut récompensée par I’attribution du Prix Nobel de médecine en 1998 a R.F.
Furchgott, L.J. Ignarro et F. Murad. Cette molécule gazeuse hydro et liposoluble peut agir a
I’intérieur comme a I’extérieur des cellules et posséde un large spectre d’actions
physiologiques (Figure 5), tant au niveau rénal que cardiovasculaire, pulmonaire et gastro-
intestinal. En outre, parce que le NO est un puissant vasodilatateur endogene, la baisse de sa

biodisponibilit¢ pourrait étre en partie responsable de 1’¢lévation des résistances

périphériques.
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Figure 5: Métabolisme du monoxyde d'azote. Synthése, dégradation et actions physiologiques du
monoxyde d’azote. (BH,) tétrahydrobioptérine, (FAD) flavine adénine dinucléotide, (FMN) flavine
mononucléotide, (GCs) guanylate cyclase soluble, (ONOO") peroxynitrite, (L-NAME) analogue synthétique de
la L-arginine inhibant eNOS.
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1.2.3.2. Biosynthese et mode d’action du NO.

Le NO est un composé diatomique labile possédant une action paracrine et
autocrine. En milieu biologique, sa demi-vie est estimée entre 1 et 5 secondes voire 30
secondes étant donné qu’il peut réagir avec le fer des noyaux héminiques, avec les dérivés de
I’oxygene ainsi qu’avec les groupements thiols. Ainsi, le NO est rapidement inactivé par les
ions superoxydes ou transformé en métabolites inactifs, les nitrites (NO;") et les nitrates (NO3
) en contact avec I’oxygéne. La liaison du NO aux composés posseédant des groupements
thiols conduit a la formation de S-nitrosothiol ce qui constituerait un évenement important
pour I’activité et le transport du NO. Ces composés peuvent subséquemment agir comme
donneurs de NO et ainsi augmenter substantiellement sa demi-vie. Le NO est produit par
I’enzyme nitric oxide synthase (NOS) dont il existe trois isoformes : deux sont constitutives
soit la NOS endothéliale (eNOS) et la NOS neuronale (nNOS) alors que la troisieme est
inductible (iNOS). Toutes ces isoformes utilisent I’acide aminé L-arginine, I’oxygene et le
NADPH (Nicotinamide Adénine Dinucléotide Phosphate) comme substrats pour aboutir a la
formation de NO et de L-citrulline. La tétrahydrobioptérine (BHs), la calmoduline/Ca*", le
FAD (Flavine-Adénine Dinucléotide) et le FMN (Flavine Mononucléotide) sont des
cofacteurs nécessaires au processus catalytique. Au niveau cellulaire, le NO se lie & une
guanylate cyclase soluble (GCs) intracellulaire (I’'unique cible connue du NO). La GCs est
une enzyme hétérodimérique constituée d’une sous-unité o de 73 a 88 kDa et d’une sous-unité
B de 70 kDa. La sous-unité 3 comprend un héme de type b. Le fer associé a I’héme forme un
lien de coordination avec I’histidine proximale 105. Ce lien proximal est le plus faible connu
chez les protéines hémiques a ce jour. Lorsque le NO se fixe a la GCs, il y a formation d’un
complexe 5SC-NO en raison de la rupture du lien proximal (Ballou et al. 2002). Le mode¢le
d’activation de la GCs par le NO est complexe et montre que la conversion de la forme 6C-
NO en 5C-NO est catalysée par une seconde molécule de NO (Zhao et al. 1999). Lorsque de
I’imidazole est ajouté a la forme 5C-NO, la forme 6C-NO est obtenue (Zhao et al. 1998). Le
réarangement conformationel de la protéine qui fait suite a la rupture du lien proximal lors de
la fixation du NO est responsable de I’augmentation de prés de 400 fois de 1’activité de la
GCs. La GCs catalyse la conversion du 5’-guanoside-triphosphate (GTP) en GMPc, un
second messager intracellulaire du NO. De plus, étant donné que la GCs ne fixe pas I’oxygene
de facon stable, elle peut faire la différence entre O, et NO dans I’organisme (Stone et al.

1994). Ce modele d’activation est présenté au niveau de la figure 6.
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Figure 6: Modele d’activation de la GCs par le NO. (D’aprés Cary et coll., 2006)

Endothelial nitric oxide synthase : eNOS aussi appelée NOS III dont le géne est présent sur le

chromosome 7 est ancrée a la membrane plasmique des cellules endothéliales des vaisseaux
de gros et de moyen calibres, des myocytes cardiaques et des plaquettes. eNOS est présente
dans la paroi des vaisseaux corticaux et médullaires de tous les segments du rein ainsi que
dans les cellules endothéliales glomérulaires (Dussaule et coll., 1996) avec une prééminence
au niveau de la macula densa et du tubule collecteur (Gabbai et coll., 1995). Il a été établi par
ailleurs que les cellules endothéliales mésentériques n’exprimaient pas eNOS bien qu’elles
puissent générer du NO via iNOS suite a une stimulation par des cytokines (Papapetropoulos
et coll.,, 2001). eNOS est exprimée de facon constitutive, son activité dépend du calcium
intracellulaire et de la calmoduline (Brenner et coll., 2004). Elle peut étre inhibée de facon
compétitive par des analogues synthétiques de la L-arginine dont le N%-nitro-L-arginine
méthyl ester (L-NAME) ou le N°-monomethyl-L-arginine (LMMA) (Ricciardolo et coll.,
2004). Il existe ¢galement des inhibiteurs endogeénes d’eNOS. De nombreux stimuli physiques
et humoraux augmentent la synthése de NO par eNOS avec pour voie d’activation commune
I’¢élévation de la concentration intracellulaire de Ca*". L’augmentation de la tension des fibres

musculaires exercée par la pression sanguine est I'un des principaux facteurs régulant la
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synthése de NO a chaque instant afin de maintenir un tonus basal adéquat (Ricciardolo et

coll., 2004).

Inducible nitric oxide synthase : iNOS ou NOS II, dont le géne est présent sur le chromosome

17, est exprimée dans divers types cellulaires dont les macrophages et les granulocytes et son
activité serait indépendante du calcium cytoplasmique. L’exposition in vitro et in vivo de
cellules musculaires lisses a certains médiateurs impliqués lors de 1’inflammation dont I’'IL-1
et le TNF-0, aux endotoxines microbiennes ou aux lipopolysaccharides provoque une
induction d’iNOS. Une fois induite, iNOS demeure active pendant des périodes de 4 a 24
heures, produisant pres de 100 fois plus de NO que les NOS constitutives (Schroeder et coll.,
1995).

Neuronal nitric oxide synthase : nNOS ou NOS I, dont le géne est présent sur le chromosome

12, posséde une localisation cytosolique et se retrouve dans certains neurones centraux et
périphériques. nNOS est exprimé en réponse a une stimulation nerveuse. Elle est présente
dans toutes les zones du cerveau, mais particulicrement dans le cervelet, I’hippocampe et la
zone olfactive (Vallance, 2003). Dans le rein, nNOS est localisé dans les cellules de la macula
densa et des tubules (Dussaule et coll., 1996). Finalement, elle est également retrouvée au

niveau du corps caverneux de la verge chez ’homme.

Mode d’action: La plupart des actions cellulaires du NO impliquent 1’activation de la

guanylate cyclase soluble retrouvée dans le cytosol. Cette enzyme catalyse la formation de
GMPc a partir de GTP. L’augmentation de GMPc active une protéine kinase G qui provoque
la phosphorylation de protéines impliquées dans les processus de relaxation musculaire, de
prolifération cellulaire, d’agrégation plaquettaire et d’expression de molécules d’adhésion

(Schlossmann et coll., 2003).

1.2.3.3. Mécanismes de régulation.

La libération du monoxyde d’azote par 1’endothélium est stimulée entre autres par
I’ Angiotensine Il (Angll) (récepteur AT,), I’ET-1 (récepteur ETg), 1’estradiol (Shaul, 2002),
la sérotonine (récepteur 5-HT)p), la bradykinine (récepteur B,) (Agata et coll., 2000 ; Shaul,
2002), I’histamine, la thrombine, les catécholamines, les peptides natriurétiques (Brunner et
coll., 2001) et la vasopressine. Ces derniers vont conduire a I’augmentation du taux de
calcium libre intracellulaire, activant ainsi eNOS (Govers et coll., 2001 ; Shaul, 2002). Au
contraire, I’activation d’eNOS par les forces d’étirement et de cisaillement subit par

I’endothélium survient indépendamment de la variation du calcium intracellulaire (Shaul,
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2002). D’un autre c6té, certains facteurs sont aussi connus pour inhiber I’expression d’eNOS
dont le TNF-a, I’EPO, I’hypoxie et une concentration élevée de LDL oxydés (Govers et coll,
2001). Concernant le lien entre le NO et les bradykinines, Agata et collaborateurs ont décrit
une augmentation de ce premier dans les carotides de rats ayant regu un adénovirus exprimant
la kallikréine dont la fonction la mieux caractérisée est de cliver le kininogéne de faible masse
moléculaire en kinines (Murakami et coll., 1999). Cette surproduction de NO ¢tait totalement
renversée par 1’administration d’un inhibiteur du récepteur des bradykinines (Agata et coll.,

2000) démontrant le lien existant entre la bradykinine et le systéme endogene vasodilatateur.

1.2.3.4. Roles physiologiques du monoxyde d’azote.

Dans la paroi vasculaire, le NO diffuse de I’endothélium du c6té luminal et
adluminal vers la cellule musculaire lisse en traversant librement les membranes cellulaires.
Ses actions cardiovasculaires sont nombreuses. Au niveau de la cellule endothéliale, il inhibe
la production d’ET-1, I’oxydation des LDL, I’expression de molécules d’adhésion et par
conséquent, 1’adhésion des plaquettes et des leucocytes (Ricciardolo et coll., 2004). Il favorise
la relaxation des fibres musculaires lisses des vaisseaux, du cceur, du systéme digestif, du
tractus génito-urinaire, des voies respiratoires et de 1’utérus. Il inhibe également 1’agrégation
plaquettaire et empéche la prolifération des cellules du muscle lisse et module la perméabilité
vasculaire de méme que les mécanismes inflammatoires (Boulanger, 1999 ; Kurowska, 2002 ;
Shaul, 2002 ; Shaul, 2003). Dans le rein, ’inhibition des NOS induit une contraction des
cellules mésangiales et augmente a la fois la fraction de filtration et I’excrétion urinaire du
sodium (Gabbai et coll., 1995). En corollaire, le NO antagonise la constriction induite par
I’angiotensine II et assure donc en permanence un tonus basal vasodilatateur
préférentiellement sur 1’artériole afférente, lui conférant un role important dans la filtration
glomérulaire (Dussaule et coll., 1996). Plusieurs études rapportent que le NO stimulerait la
sécrétion de rénine par la macula densa en réponse a une déplétion en sodium ou a
I’administration de furosémide (un agent hypotenseur), d’ou une implication dans le
rétrocontrole tubulo-glomérulaire (Sayago et coll., 2001). Au niveau du cerveau, le NO
produit localement agit comme neurotransmetteur et neuromodulateur pouvant contribuer a
I’autorégulation du flux sanguin et a la prévention de vasospasmes cérébraux (Ricciardolo et
coll., 2004). 11 a également été associé au processus €pileptique, au comportement alimentaire
et a la mémoire (Vallance, 2003). Au niveau gastro-intestinal, il agirait dans le plexus
mésentérique comme un neurotransmetteur pour réguler la relaxation des fibres musculaires
lisses de I’intestin, nécessaire au péristaltisme. Son déficit pourrait étre impliqué dans des
pathologies neuromusculaires comme la maladie de Hirschprung, ’achalasie et I’cesophage

«casse-noisette» (trouble moteur de I’cesophage) (Schroeder et coll., 1995). Finalement, le NO
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participe au processus d’érection pénienne, de dilatation bronchique et a récemment été
impliqué dans la perception de la douleur (Vallance, 2003). L’augmentation des peroxynitrites
(ONOQ) et I’implication du NO dans les maladies d’Alzheimer et de Parkinson reste a
confirmer.

On confére au NO de nombreuses fonctions en commencant par un puissant effet
vasodilatateur. Sur ce point, le tonus vasculaire musculaire lisse dépendant du NO fait
intervenir de nombreuses voies métaboliques : (1) ouverture de canaux potassiques ATP-
dépendant conduisant a I’hyperpolarisation cellulaire ; (2) diminution du Ca”" intracellulaire
via I’inhibition de canaux calciques associée 4 une réduction de la libération du Ca*" par le
réticulum sarcoplasmique ; (3) inhibition de la phospholipase C ; (4) phosphorylation de
protéines accélérant la relaxation et inhibition de la kinase Rho (Sauzeau et coll., 2000). En
plus de ces actions directes sur les cellules, il a ét¢ démontré que le NO favorisait la
vasorelaxation indirectement (1) en diminuant la dégradation de 1’adénosine monophosphate
(AMP) via I’inhibition de la phosphodiestérase II, (2) en inhibant la production d’ET-1 ainsi
que la synthése de rénine — et par conséquent d’Angll — et (3) en neutralisant les anions
superoxydes O, ou d’autres espéces réactives de 1’oxygene (ROS). Par ailleurs, il est
impliqué dans les mécanismes anti-thrombotiques donc de protection vasculaire et posséde un
role de neurotransmetteur en plus d’agir sur le systtme immunitaire. Dans le diabete, le
manque de NO est associé¢ aux dommages vasculaires inflammatoires, athérosclérotiques et
prothrombotiques qui augmentent le risque d’infarctus du myocarde (Endemann, et coll.,
2004). De surcroit, le NO a été associ¢ au métabolisme des lipoprotéines de faible densité
(LDL) et Kurowska (Kurowska, 2002) fait mention d’une relation inversement
proportionnelle entre la concentration plasmatique des métabolites du NO et le niveau de LDL
cholestérol plasmatique total. Plusieurs modeles ont été utilisés pour approfondir 1’impact
physiopathologique du NO dans 1’organisme. Des souris rendues déficientes pour eNOS par
génie génétique présentent une hypertension suggérant que I’organisme ne peut compenser
cette délétion par d’autres mécanismes régulateurs de la pression sanguine et du tonus
vasculaire. L’inhibition de eNOS par le L-NAME se traduit chez les animaux sains par une
vasoconstriction et une hypertension dose-dépendante sans hypertrophie cardiaque et
s’accompagne d’une synthese accrue d’ET-1 dans le plasma et I’aorte thoracique (D'Amours,
et coll., 1999 ; Gaballa et coll., 2000). L’utilisation d’un bloqueur du récepteur ET5 peut
réverser les effets du L-NAME (Alonso et coll., 2003). Par ailleurs, chez 1’animal
spontanément hypertendu (SHR), 1’administration d’un plasmide contenant I’ADNc¢ humain
codant eNOS provoque une baisse de pression artérielle significative pendant 5 a 6 semaines

(Lin et coll., 1997).
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Un nombre important de facteurs pro-angiogénique favorise 1’expression d’eNOS
stimulant ainsi la production de NO. Le VEGF favorise 1’expression de eNOS, et stimule la
biosynthése du NO dans les cellules humaines de veines ombilicales (HUVECs) (Hood et
coll., 1998). Les mémes phénomeénes ont été observés dans les segments vasculaires de 1’aorte
thoracique de lapin, ou le VEGF stimule la synthése de NO. Dans ce mode¢le, la pré-
incubation de L-arginine augmente la libération du NO d’un facteur 2. De la méme maniére,
lorsque que le TGF-B ou le FGFDb sont utilisés comme stimuli proangiogénique, les cellules
endothéliales sécrétent du NO (Tiefenbacher et Chilian, 1997). La libération de NO induite
par des facteurs pro angiogéniques semble jouer un role central dans les effets de ces derniers.
Les cellules HUVECs cultivées dans un gel a 3D (3 dimensions) liberent du NO et sont
capables de former des structures en pseudotubes lorsqu’elles sont stimulées par FGFb ou le
VEGF. La formation de ces pseudotubes par ces facteurs de croissance est abolie par
I’utilisation d’antagoniste de NOS, comme le L-NAME. De la méme facon, I’inhibition de
NOS annihile les effets in vitro pro angiogénique de la substance P ou du TGF-. Dans le
modele d’angiogénése de corné de lapin, les effets pro angiogénique du VEGF sont bloqués
par le L-NAME (Ziche et coll., 1997a). Le NO est aussi un facteur de survie endothéliale,
inhibant 1’apoptose, et favorisant la prolifération des cellules endothéliales ainsi que leur
migration. Cette capacit¢ du NO a favoriser la migration des cellules endothéliales serait due
au processus de « podokinesis» (Noiri et coll., 1998). En outre, le NO augmente les
interactions cellules endothéliales-matrice via I’induction de I’expression de I’intégrine 0,833
et/ou en augmentant la dégradation de la matrice extracellulaire par 1’activateur du
plasminogene de type urokinase via I’augmentation de la synthése de FGFb (Ziche et coll.,
1997b). De plus, les effets vasodilatateurs du NO pourraient contribuer a ses effets pro-
angiogénique. L’augmentation du débit sanguin dans la microcirculation squelettique est un
des facteurs capable d’accélérer la prolifération des cellules endothéliales. Le NO pourrait
¢galement, en influencant indirectement la croissance des cellules endothéliales, augmenter
localement le flux sanguin. Enfin, il faut noter que le NO peut induire la synthese et la

libération de VEGF a partir de cellules vasculaires (Dulak et coll., 2000).

1.2.3.5. Role dans la régulation des MMPs.

Récemment il a ét¢ montré que le NO était capable de stimuler 1’expression de
plusieurs MMPs dans différents types cellulaires. Par exemple, le NO a été décrit comme
¢tant capable d’induire 1’augmentation de MMP-9 dans les cellules musculaires lisses de rat
(Marcet-Palacios et coll., 2003), les chondrocytes articulaires de lapin (Sasaki et coll., 1998),
les cellules trophoblastiques humaines (Novaro et coll., 2001) et les cellules endothéliales

(Steinle et coll., 2002). D’autres études ont aussi démontrées que la MMP-2 pouvait étre
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induite par le NO notamment dans les cellules endothéliales (Steinle et coll., 2002). Plus
récemment, le NO a été décrit comme activateur de I’expression ainsi que de I’activité de la
MMP-13 dans les cellules endothéliales aortiques bovine (Zaragoza et coll., 2002 ; Zaragoza
et coll., 2005). Dans d’autres études, le NO a aussi été décrit a plusieurs reprises comme un
inhibiteur de I’expression des MMPs (Chen et coll., 2004b ; Phillips et coll, 2004).

Lors de I’activation de la MMP-13 par le NO, 1’équipe de Zaragoza et collaborateurs a
montré que celle-ci mettait en jeu les voies de signalisation PKG puis Raf-1/Erk1/2 et que

ceci mener a I’activation du facteur transcriptionnel AP-1 dans les cellules endothéliales.
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I1. La matrice extracellulaire (MEC).

La MEC est composée majoritairement de collagénes, de glycoprotéines, d’élastine
et de protéoglycannes. Ces molécules ont un réle non seulement physique de soutien tissulaire
mais aussi un rdle biologique dans la régulation du phénotype cellulaire (migration,
prolifération, différentiation, apoptose). En outre, elle peut également servir de réservoir de
noimbreuses molécules dont, entre autre, des facteurs de croissance et leurs inhibiteurs. Les
composants de la MEC sont synthétisés par de nombreux types cellulaires, fibroblastes,
cellules musculaires lisses, cellules endothéliales, cellules épithéliales, et forment avec ces

cellules un tissu conjonctif vascularisé.

I1.1. Les protéines fibrillaires.

I1.1.1. Les collagénes et les fibres de collagenes.

Les collagénes sont les principales protéines de la MEC. La caractéristique
primaire d’une molécule de collageéne typique est sa structure longue, rigide, hélicoidale a
trois brins, dans laquelle trois chaines polypeptidiques de collageéne, les chaines o, sont
enroulées les unes autour des autres en une super-hélice en forme de corde. La chaine a
posséde environ 1 000 acides aminés. Elle est disposée en une hélice tournée vers la gauche
avec trois acides aminés par tour et de le glycocolle tous les trois acides aminés. De ce fait,
une chaine o est composée d’une série de triplets d’acides aminés Gly-X-Y, dans lesquelles
X et Y peuvent étre n’importe quel acide aminé, bien que X soit souvent de la proline et Y de
I’hydroxyproline. Les collageénes sont donc extrémement riches en proline et en glycocolle,
tous deux importants dans la formation et la stabilité de 1’hélice a trois brins. La proline, du
fait de sa structure cyclique, favorise la formation de 1’hélice gauche des chaines a et stabilise
la conformation de la triple hélice. Du fait de sa taille et de sa position centrale a I’intérieur de
la triple hélice, le glycocolle permet un contact étroit entre les trois chaines hélicoidales afin
de former la super hélice finale de collagene.

Les collageénes constituent une vaste famille de protéines de structure. Jusqu’a
présent 25 chaines o différentes de collagénes ont été identifiées, chacune codée par un géne
distinct, mais seulement 21 types de collagénes ont été décrits chez I’homme (Myllyharju et
Kivirikko, 2001). Ils sont classés selon leur structure primaire et/ou leur organisation
supramoléculaire. On distingue les collagénes fibrillaires, les collagénes en réseaux, les

collagénes associés aux fibrilles et les collagénes transmembranaires (Tableau II).
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Forme Type Localisation Fonction
Fibrillaire I Tout I'organisme sauf le cartilage | Résistance a
I1 Cartilage, Disque intervertébreux | I'étirement
IT1 Vaisseaux
v Copolymerise avec le collagene I
XI Copolymeérise avec le collagene I1
Reseau IV Lame basale Support
VIII Vaisseaux (endothélium), cornée
X Cartilage
Associé aux VI Vaisseaux (intima) Liaisons entre
fibrilles IX Cartilage molécules
XIT Tendons, ligaments
XIV Peau, tendens
Trans XIIT Cceur, vaisseaux Liaisons a la
membranaire XVIII Rétine, iris cellule

Tableau II: Quelques types de collagenes ainsi que leurs propriétés.

Les principaux types de collagenes fibrillaires des tissus conjonctifs sont les types
I 11, 1, V et XI, le type I étant le collagéne le plus abondant chez les vertébrés. Il représente
environ 70 % du collagéne total contenu dans les tissus. Il est le composant principal de tissu
comme le tendon, I’0s, la peau et d’autres tissus conjonctifs complexes. Son role premier est
de maintenir la structure des tissus. Ces collagenes sont des collagénes fibrillaires ou
collagenes formant des fibrilles, dotés de la structure en corde. Aprés avoir été sécrétées dans
I’espace extracellulaire, ces molécules de collagéne s’assemblent en polymeres d’ordre
supérieur, les fibrilles de collagénes, qui sont de fines structures (10 a 300 nm de diamétre) de
plusieurs centaines de micrometre de long dans les tissus matures, clairement visibles sur les
photographies en microscopie électronique. Celles-ci s’agrégent souvent en faisceaux plus
larges de types cables, de plusieurs micrometres de diametre, qui forment les fibres de
collagéne que I’on peut observer en microscopie optique.

Le collagéne de type IV ne s’asemble pas en fibrilles mais en reseau qui se
superposent en plusieurs couches pour former un feuillet qui constitue la majeure partie de la
membrane basale. Les collagénes de type VI, IX, XII et XIV présents en plus faible quantité,
permettent la connexion entre les collagenes et les autres composants de la MEC conduisant
ainsi a sa stabilisation (Fukai et coll., 1994). Il existe aussi un certain nombre de protéines de
« type collageéne », y compris le type XVII qui possede un domaine transmembranaire basale
des vaisseaux sanguins. La coupure du domaine C-terminal du collagéne de type X VIII donne

un peptide, I’endostatine, qui inhibe la néoformation de vaisseaux sanguins.
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I1.1.2. L’élastine et les fibres élastiques.

Les tissus tels que les poumons, les artéres, les ligaments et la peau sont soumis a
de fortes contraintes mécaniques tout au long de 1’existence d’un individu. Pour absorber ces
contraintes, ces tissus se déforment et reviennent a leur état d’origine continuellement. Leur
bon fonctionnement est ainsi dépendant de leurs propriétés élastiques assurées par les fibres
¢lastiques contenues dans la MEC (Kielty et coll., 2002).

L’analyse morphologique de ces fibres en microscopie électronique met en
évidence une partie externe, dense aux ¢€lectrons, matérialisant un réseau microfibrillaire
formé principalement de glycoprotéines (fibrillines et glycoprotéines associées aux
microfibrilles). La partie centrale parait amorphe, peu dense aux électrons, et est constituée
trés majoritairement d’élastine mais aussi de quelques microfibrilles (Rosenbloom et coll.,
1993).

Les études ultrastructurales qui ont suivi ont révélé que 1’¢lastine n’est pas un
composé¢ amorphe comme il a été¢ d’abord supposé. Bien au contraire, 1’¢lastine est structurée
et constituée de véritables fibres. La disposition des fibres composant I’¢lastine lui confere ses
propriétés rhéologiques qui peuvent étre différentes selon le tissu considéré (Pasquali-
Ronchetti et Baccarani-Contri, 1997). Par ailleurs, les fibres ¢élastiques interagissent avec de
nombreuses composantes de la MEC mais aussi avec certaines molécules d’adhésion
cellulaires.

Nous consacrerons plus loin un chapitre particulier sur 1’¢lastine.

I1.2. Les protéines non fibrillaires.

I1.2.1. Les glycoprotéines de structure.

Les glycoprotéines sont des protéines ayant subi des modifications post-
traductionnelles consistant en des glycosylations variées. On distingue les O-glycosylations et
les N-glycosylations, qui consistent en la fixation d’oses sur un résidu serine ou thréonine et
un résidu asparagine, respectivement. Parmi les glycoprotéines, un certain nombre ne formant
pas de fibres ou n’étant pas agencées en structure spécialisées comme la lame basale sont
nommeées « protéines matricellulaires » (Bornstein et Sage, 2002). Ces protéines ont la
particularité d’étre constituées de domaines en répétition. La présence de ces domaines
homologues donne aux protéines de la MEC des caractéristiques dites modulaires. On
suppose que ce type d’organisation est apparu par duplication, les exons dupliqués ayant

évolué¢ indépendamment, générant une grande diversité (Doolittle, 1995). Les principaux
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domaines sont les domaines fibronectine (FN), les domaines laminine G (LG) et les domaines
epidermal growth factor (EGF) (Hohenester et Engel, 2002). Des études utilisants des
peptides correspondants a des séquences de différents domaines montrent que de courtes
séquences peptidiques (parfois 3 aminoacides) suffisent a I’activation de réponses cellulaires
(Yamada et Kleinman, 1992). Une glycoprotéine pourrait donc porter des fonctions distinctes
véhiculées par différents domaines. Mais la trés forte homologie entre les domaines portés par
différentes protéines oblige a considérer une possible redondance. Il a ét¢ montré que le
clivage des glycoprotéines par des protéinases extracellulaires n’aboutit pas forcément a la
perte des activités biologiques de la molécule mais au contraire peut permettre 1’apparition de
nouvelles activités. Ainsi, le clivage peut libeérer des domaines fonctionnels (Shapiro et coll.,
1998), et peut aussi révéler des domaines qui sont inactifs dans la protéine non clivée (cryptic

fragments) (Hocking et Kowalski, 2002).

I1.2.2. Les polysaccharides.

11.2.2.1. Les Glycosaminoglycannes (GAG).

Les glycosaminoglycannes (GAG) sont des chaines polysaccharidiques non
ramifiées composées d’unités disaccharidiques répétitives. On les appelle GAG parce qu’un
des deux sucres du disaccharide est toujours un sucre aminé (N-acétylglucosamine ou N-
acétylgalactosamine) sulfaté dans la plupart des cas. Le deuxiéme sucre est généralement un
acide uronique (glucuronique ou iduronique). Comme il y a des groupements sulfates ou
carboxyles sur la plupart de leurs sucres, les GAG possédent une forte charge négative. En
effet, ce sont les molécules les plus anioniques produites par des cellules animales. On
distingue quatre principaux groupes de GAG selon leurs sucres, le type de liaisons osidiques
et le nombre et la localisation des groupements sulfates : (1) 1’acide hyaluronique, (2) la

chondroitine-sulfate et le dermatane-sulfate, (3) I’héparane-sulfate et (4) le kératane-sulfate.

11.2.2.2. Les protéoglycannes.

A T’exception de I’acide hyaluronique, tous les GAG sont attachés de facon
covalente sur une protéine et forment des protéoglycannes, synthétisés par la plupart des
cellules animales. Les chaines polysaccharidiques sont principalement assemblées sur ce
noyau protéique dans 1’appareil de Golgi. Tout d’abord, un tétrasaccharidique particulier se
fixe sur une chaine latérale de sérine du noyau protéique pour servir d’amorce a la croissance
polysaccharidique, puis une glycosyl-transférase spécifique y ajoute un sucre apres I’autre.

Les protéoglycannes sont généralement faciles a distinguer des glycoprotéines par

la nature, la quantité et la disposition de leurs chaines latérales de sucre. Par définition, au
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moins une des chaines latérales de sucre d’un protéoglycanne doit étre un GAG. Alors que les
glycoprotéines contiennent entre 1 et 60 % de glucides par poids sous forme de nombreuses
chaines relativement courtes d’oligosaccharides ramifiés, les protéoglycannes peuvent
contenir jusqu'a 95 % de glucides par poids, surtout sous la forme de longues chaines de GAG
non ramifiées, chacune d’une longueur typique de 80 sucres. Les protéoglycannes peuvent
atteindre de trés grandes masses moléculaires, par exemple 1’aggrécane a une masse
moléculaire de 3.10° Da avec plus de 100 chaines de GAG. D’autres sont bien plus petits et ne
possédent que 1 a 10 chaines de GAG. Les protéoglycannes jouent un role majeur dans la
signalisation chimique entre les cellules. Ils fixent diverses molécules de signalisation
sécrétées, comme certains facteurs de croissance protéiques, et peuvent augmenter ou inhiber
leur activit¢ de signalisation. Les protéoglycannes se fixent aussi sur d’autres types de
protéines sécrétées, y compris des facteurs de croissance, des protéinases et leurs inhibiteurs
ce qui favorise la régulation de leurs activités. La fixation d’un protéoglycanne pourrait
controler 1’activité d’une protéine sécrétée par le biais de différentes voies : (1) elle pourrait
immobiliser la protéine proche du site de production, et restreindre ainsi son champ d’action ;
(2) elle pourrait bloquer stériquement 1’activité¢ de la protéine ; (3) elle pourrait fournir un
réservoir de cette protéine dans le but de retarder sa libération ; (4) elle pourrait protéger la
protéine de sa dégradation protéolytique, et prolonger ainsi son action; (5) elle pourrait
modifier ou concentrer la protéine pour qu’elle se présente plus efficacement sur son
récepteur cellulaires de surface.

Les GAG et les protéoglycannes peuvent s’associer pour former d’énormes
complexes polymériques au sein de la MEC qui a leur tour peuvent s’associer également a des
protéines de la matrice fibreuse comme le collagéne et aux réseaux de protéines comme la
membrane basale, afin de créer des structures extrémement complexes. La décorine, qui se
fixe sur les fibrilles de collagénes, est essentielle pour la fibrillogenése. Toutefois, tous les
protéoglycannes ne sont pas des composants sécrétés dans la MEC. Certains sont des
composants intégraux des membranes plasmiques et leur coeur protéique se trouve soit inséré
au travers de la bicouche lipidique soit fixé par une ancre de glycosylphosphatidylinositol
(GPI). Certains de ces protéoglycannes agissent comme co-récepteurs et collaborent avec les
récepteurs protéiques cellulaires de surface, a la fois pour ancrer les cellules a la MEC et pour
initier la réponse des cellules a certaines protéine. Les syndécanes, dont le noyau protéique
traverse la membrane, font partie des protéoglycannes de la membrane plasmique les mieux
caractérisés. Ces molécules sont localisées a la surface de nombreux types cellulaires, y
compris les fibroblastes et les cellules épithéliales, ou elles servent de récepteur aux protéines
matricielles. Dans les fibroblastes, on retrouve les syndécanes au niveau des plaques

d’adhésion focale, ou ils modulent la fonction des intégrines en interagissant avec la
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fibronectine a la surface cellulaire et avec le cytosquelette ainsi que les protéines de
signalisation intracellulaire. Il est maintenant établi que les protéoglycannes peuvent jouer un
role actif dans la tumorigenése. Par exemple, les cellules issues de différents types de cancer,
notamment de mélanomes (Maniglia et coll., 1985 ; Turley et Tretiak, 1985) ou de carcinomes
(Steck et coll., 1987) modifient leur profil de synthése de protéoglycannes en fonction de leur
capacité¢ a générer des métastases. D’une facon générale, le pouvoir invasif des cellules
cancéreuse est corrélé a une augmentation de leur production d’héparane-sulfate et une

diminution de celle des autres GAG (Van Muijen et coll., 1995 ; Timar et coll. 1995).
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III. L’élastine.

II1.1. Structure.

IT1.1.1. Structure du géne de I’élastine.

Le géne de 1’¢lastine est en exemplaire unique dans le génome humain et localisé
sur le chromosome 7 en position 7q11.2 (Fazio et coll., 1991). Sa taille est de 45 kb et il
contient 34 exons avec un rapport intron/exon en taille d’environ 19/1 rendant compte
d’exons relativement petits intercalés au milieu de grands introns (Bashir et coll., 1989). Les
caractéristiques structurales de I’ADNc de 1’¢lastine (Figure 7) reflétent la structure de son
produit, la tropoélastine, en cela que les exons codant les domaines hydrophobes et
hydrophiles (ceux intervenant dans la formation des liaisons croisées) sont localisés de facon
alternée sur le géne. L’exon 26A est spécifique de I’espeéce humaine mais sa fonction est
encore inconnue aujourd’hui. Les exons 34 et 35 de I’¢lastine bovine sont absents du geéne
humain prouvant que des variations inter-especes existent (Vrhovski et Weiss, 1998). Par
ailleurs, les exons 22, 23, 24, 26, 32 et 33 peuvent subir des épissages alternatifs mais on n’en
connait pas la signification. Enfin, I’exon 36 est particulierement conservé (>70 %) entre les
différentes espéces. Cet exon code pour la partie C-terminale de la protéine en amont d’une
longue région 3’ non traduite et dont la fonction est liée a la stabilisation de I’ARNm affectant

alors la synthese d’¢lastine (Hew et coll., 1999).

TR I

2 4 8 101214 16 22 24 26 27 29 3133
9 1113 15 171819 2021 23 25 26A 28 30 32 36

. Peptide signal D Exon hydrophobe ﬁ Partie C-terminale hydrophile
7 i Exon hydrophile des i1 Région 3' non traduite
Exon hydrophile 26A p b e oi

Figure 7: Structure de ’ADNc de la tropoélastine humaine. Les exons marqués d’une fléche
sont potentiellement éliminés lors de I’épissage alternatif (d’aprés Vrhovski et Weiss, 1998).

I11.1.2. Controle de ’expression.
L’¢lastogenese est un mécanisme mis en place essentiellement au stade précoce du
développement des individus. Il a été démontré in vivo que Dl’activité du promoteur de
I’¢lastine décroit en fonction de 1’age (Hsu-Wong et coll., 1994). Ce promoteur peut étre

divisé en plusieurs régions régulatrices (Figure 8) (Rosenbloom et coll., 1993). Le promoteur
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basique du géne semble se situer dans la région comprise entre -1 et -128 pb dans la région 5’
flanquante du gene de I’¢lastine. Ce promoteur basique possede deux sites AP-2 potentiels ;
en revanche aucune boite TATA n’a pu étre mise en évidence et les boites CAAT présentes
ne sont pas fonctionnelles. D’autres sites AP-2 et « Specific Protein » (SP)-1 ont pu étre
¢tablis dans la région s’étendant de -129 a -495 pb expliquant une forte régulation positive du
promoteur basique par cette région notamment par la voie AMPc. Une deuxieme région de
régulation positive a pu étre montrée dans la séquence -987 a -1553. Cette région étant
encadrée par deux régions de régulation négative de -496 a -986 et de -1554 a -2260. Les
mécanismes régulant 1’expression du géne de I’¢lastine ne se limitent pas a I’activation de son
promoteur puisque plus de huit sites de départ de transcription ont été relevés (Rosenbloom et
coll., 1993 ; Bashir et coll., 1989 ; Rosenbloom et coll.,, 1991). De plus, les régions
introniques du géne semblent posséder elles aussi des ¢léments de régulation. Il a ét¢ montré
que le premier intron du geéne bovin, dont la séquence est trés proche de celui de I’Homme,
possede des ¢léments de régulation négative (Manohar et Anwar, 1994). Dans les cellules
activées en présence de facteurs de croissance ou d’hormones, la synthése d’¢lastine peut étre
affectée soit au niveau transcriptionnel en régulant I’activité du promoteur, soit au niveau
post-transcriptionnel en affectant la stabilit¢ de ’ARNm de 1’élastine. Ainsi, le TNF-a et le b-
FGF induisent une répression de I’expression du geéne (Kahari et coll., 1992) (Brettell et
McGowan, 1994) (Rich et coll., 1999), alors que les glucocorticoides, I’ »Insulin Growth
Factor » (IGF)-1, I'IL-10 et I’IL-1B ont un effet opposé (Pierce et coll., 1995) (Mauviel et
coll., 1993 ; Reitamo et coll., 1994 ; Rich et coll., 1993). Le TGF-B1 a ét¢é montré comme un
régulateur positif de la syntheése d’¢élastine en augmentant la stabilité de I’ARNm par le biais
de protéines cytosoliques se fixant a des endroits particuliers de ’ARNm de la tropoélastine

(Kahari et coll., 1992 ; Zhang et Parks, 1999 ; Kucich et coll., 2002).

I -

Figure 8: Représentation schématique des domaines fonctionnels du promoteur du gene

de I’élastine. (P) est le promoteur basique, (E1) et (E2) sont les éléments de régulation positive, (N1) et (N2)
sont les éléments de régulation négative (d’aprés Rosenbloom, FASEB J 1993).

I11.1.3. Modeles structuraux.
L’¢élastine est une protéine abondante pouvant représenter 50% de la masse seche
des ligaments, 30% de ’aorte thoracique et des grands vaisseaux, 7% du poumon et 3% de la
peau (Uitto, 1979). Par définition, 1’¢lastine ne possede pas de structure stable dans la mesure

ou elle est en perpétuel mouvement. Cependant quatre modeles ont été décrits et répondent au
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mécanisme d’¢élasticité (Figure 9). Le modéle le moins controversé actuellement est celui de
la « goutte liquide » qui répond a la théorie d’¢élasticité bi-phasique. En effet, la déformation
des domaines globulaires par étirement expose les groupements hydrophobes internes a I’eau

environnante baissant ainsi I’entropie du systéme.

Monomére de Monomére de
tropoélastine

tropoélastine globulaire
—

izison croisée

Hélice o

3 | Hélice-o
] a ciled-coil » Spirale-p

Figure 9: Modé¢les structuraux proposés de D’élastine. a. Modéle du "réseau aléatoire"
correspondant a des chaines pontées arrangées aléatoirement dans une architecture tridimensionnelle

quelconque, b. Modele de la "goutte liquide" correspondant a des molécules de tropoélastine globulaire liées par
des liaisons croisées, €. Mod¢le "oiled coil" dans lequel des domaines de liaison croisée a-hélicoidaux joignant

deux chaines ou plus ainsi qu’un "oiled coil" formé par les domaines hydrophobes, d. Modeéle "fibrillaire"
consistant en des liaisons croisées a-hélicoidales et d’une hélice lache, la spirale B, formée par les domaines
hydrophobes répétitifs. Les spirales  peuvent s’associer pour former de longs filaments qui, avec ’aide des
liaisons croisées, maintiennent plusieurs chaines ensemble. (D’aprés Vrhovski et Weiss, 1998).

La force de restitution est conduite par 1’augmentation de I’entropie remettant le
systtme dans son état initial (Figure 10) (Weis-Fogh et Anderson, 1970). Les résultats
obtenus en spectroscopie optique confortent cette architecture en monomeres globulaires

reliés par des liaisons croisées (Debelle et coll., 1995).

étirement relaxation

Monomeére de tropoélastine Liaisons croisées

Figure 10: Schématisation de I’étirement des fibres d’élastine.
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Une caractéristique majeure de [’¢lastine est son extréme insolubilité. Cette
particularité provient de sa composition en acides aminés trés hydrophobes tels que V, A, P et
G pouvant représenter 75% de la protéine chez les vertébrés supérieurs (Rosenbloom et coll.,
1993). Pendant trés longtemps, I’insolubilité de 1’¢lastine a géné les recherches sur les

mécanismes conduisant a la mise en place des fibres élastiques jusqu’a la découverte d’un

précurseur soluble : la tropoélastine.

I11.1.4. La tropoélastine.

Les tropoélastines de diverses especes, a savoir I’homme (Indik et coll., 1987), le
poulet (Bressan et coll., 1987), le boeuf (Raju et Anwar, 1987) et le rat (Pierce et coll., 1990),
ont été séquencées et présentent toutes une forte homologie tant au niveau du géne que de la
protéine. La protéine est caractérisée par deux types de domaines majeurs : des domaines
hydrophobes riches en G, V, P et A présentant des motifs répétés tels que VGVAPG situés
dans I’exon 24 (Figure 11); des domaines hydrophiles généralement riches en K et A
impliqués dans les liaisons croisées et les interactions avec les composantes des microfibrilles

(Tableau III).

2 4 8 101214 16 22 24 26 27T 29 3133
1 35679 113 15 171818 2021 23 25 26A 28 30 3236

7

GLVPG VGVAPG VGVAPG VGVAPG VGLAPG VGVAPG VGVAPG VGVAPG

Figure 11: Domaine en répitition de type VGVAPG dans I’exon 24.

EXON SEQUENCE PROPRIETES

19 ...AAAKAAAKAAAY... Formation des liaisons croisées

24 ...(VGVAPG)n... Domaine de fixation aux cellules
36 (34) ...ACLGKACGRKRK... Domaine de fixation aux microfibrilles

Tableau I11: Quelques exemples de séquences importantes de la tropoélastine.
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IT1.1.5. Sécrétion et assemblage.

La molécule de tropoélastine comme toute les protéines sécrétees est synthétisée a
la surface du réticulum endoplasmique rugueux (RER). Elle subit trés peu de modifications
post-traductionnelles : clivage de la séquence signal et hydroxylation de certains résidus
prolyl. Pour étre secrétée, la tropoélastine se complexe rapidement a 1’Elastin Binding Protein
(EBP) qui joue alors le role de protéine chaperonne empéchant I’agrégation intracellulaire de
la tropoélastine (Figure 12). Ce complexe EBP-tropoélastine est incorporé dans des vésicules
de transport jusqu’a la surface cellulaire ou I’EBP se lie avec une protéine protectrice (PP) de
55 kDa et une neuraminidase (Nase) de 61 kDa. Les résidus galactosyl provenant de la
fibrilline, protéine des microfibrilles, se lient au site lectine de I’EBP engendrant une baisse
de I’affinité entre ’EBP et la tropoélastine. Cette derniére est alors libre de se fixer a un site
d’assemblage d’une glycoprotéine associée aux microfibrilles (MAGP). Ainsi assemblés, les
monomeres d’élastine sont ensuite liés par des liaisons croisées a 1’¢lastine insoluble. L’EBP
se détache de son complexe membranaire et peut €tre en grande partie ré-internalisée par
endocytose. Dans I’endosome, I’EBP est recyclée en se réassociant avec une nouvelle
molécule de tropoélastine. Ce recyclage semble essentiel pour une sécrétion et un assemblage
extracellulaire efficace de 1’¢lastine (Hinek, 1996). Dés sa libération dans [’espace
extracellulaire, la tropoélastine est transférée a un site d’assemblage localis¢ sur la MAGP
responsable de 1’ancrage de la tropoélastine par sa cystéine C-terminale sur I’architecture
microfibrillaire (Brown et coll., 1992 ; Mecham, 1991). La tropoélastine est ensuite rendue
insoluble par la formation de liaisons croisées avec 1’¢lastine déja présente (Bressan et

Prockop, 1977).



46

P b Microfibrils
Y Tropoelastin ? W, et p
' . .

O Galactosugars _ QW o a,{nﬁ.- 3 ﬁ‘\%
& Sialic Acids Crosslinked £, .
mE  Fibrilin Elastin 2% el r‘ﬂ“ﬁ*‘
- MAGP v

@Eﬁ EBP
[0 sskDpp
D,

61-kD Mase

Transport
Vesicles

Figure 12: Schématisation de la sécrétion et assemblage de I’élastine. (D’apres Hinek, 1996).

La formation des liaisons croisées est initiée par une enzyme particuliere : la lysyl
oxydase (LOX). Cinq enzymes lysyl-oxydase-like (LOXL) ont été caractérisées (LOX,
LOXL, LOX2, LOX3 et LOXC). Ces isoformes posseédent de grandes homologies au sein de
leur domaine catalytique C-terminal mais différent par leur région N-terminale susceptible de
leur conférer leur spécificité. Jusqu’a présent, seules les formes LOX et LOXL semblent
impliquées dans la formation des liaisons croisées de 1’¢lastine. La réaction initiale consiste
en une désamination oxydative des résidus lysyls par la lysyl oxydase pour former un
groupement allysine. Toutes les autres réactions faisant suite a cette modification sont
spontanées et ont lieu entre des résidus lysyls et allysines suffisamment proches pour former
les liaisons croisées comme [’allysine aldol, la lysonorleucine, la merodesmosine et les
liaisons croisées tétrafonctionnelles propres a 1’élastine, comme la desmosine ou

I’isodesmosine (Reiser et coll., 1992).

II1.2. Dégradation de I’élastine : les peptides d’élastine.
Les propriétés hydrophobes de 1’¢lastine et sa richesse en liaisons croisées font de
cette macromolécule un polymere trés résistant. Sa demi-vie chez ’homme est estimée a 70
ans (Rosenbloom et coll., 1991). Cependant, plusieurs protéinases sont capables de dégrader
I’¢lastine insoluble et sont regroupées sous le nom d’élastases (Menashi et coll., 1989). Le

remplacement de 1’¢élastine étant quasiment inexistant dans les conditions physiologiques
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normales, ces ¢lastases sont donc sécrétées au cours de processus physiopathologiques
comme la progression tumorale ou au cours de processus inflammatoires. Les ¢élastines a
sérine, représentées par 1’¢lastase pancréatique, 1’élastase leucocytaire et la cathepsine G, sont
les ¢lastases les plus abondantes chez les mammiféres. Parmi les peptides générés par
hydrolyse partielle de séquences peptidiques dérivés de 1’exon 24 de 1’¢lastine en présence
d’¢lastase leucocytaire, certains posseédent la séquence consensus GXXPG (Lombard et coll.,
2006) dont on a démontré qu’elle adopte une conformation en coude f3 de type VIII nécessaire
a son interaction avec le récepteur de I’¢lastine. Une autre sérine protéinase des leucocytes, la
protéinase 3, est également capable de générer des peptides posseédant la séquence GXXPG
(Lombard et coll., 2005). Certaines MMPs, comme les MMP-2, -9, -7 et -12, sont également
des ¢lastases efficaces (Hornebeck et coll., 2002 ; Pardo et Selman, 1999 ; Fulop et Larbi,
2002). D’autres protéinases appartenant a la famille des cystéines protéinases comme les
cathepsines K, L et S sont capables aussi de fragmenter 1’¢lastine (Punturieri et coll., 2000).
En résumé, ces enzymes sont capables de générer a partir de I’hydrolyse de 1’¢lastine une
grande variété de petits peptides dont certains contiennent la séquence de type GXXPG ou
XGXXPG dont VGVAPG connue pour interagir avec le récepteur de I’¢élastine (Barroso et
coll., 2006). Le terme de « peptide d’¢lastine » ne s’apparente pas uniquement aux produits de
digestion enzymatique de 1’¢élastine (lysat enzymatique) mais également aux produits issus de
la protéolyse chimique. Par exemple, I’hydrolyse de I’¢lastine insoluble par I’acide oxalique
conduit a la formation de deux groupes de peptides hétérogenes en taille, 1’a-¢lastine et la 3-
¢lastine (Partridge et coll., 1955), et celle par la potasse éthanolique a la formation de «-
¢lastine (Jacob et Hornebeck, 1985).

In vivo, les peptides issus de la dégradation de 1’¢lastine (PDE) ne sont pas de
simples produits de dégradation inertes générés au sein de la MEC. Au contraire, ces PDE
sont capables de modifier le comportement de nombreux types cellulaires et répondent en ce
sens a la définition de « matrikine » dont les effets biologiques sont décrits dans les tableaux

IVetV.
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Séquences
VGVAPG

PGAIPE

LREGDPSS

GFG\VGAGVP

GLGVGAGVP

VPGVE

Cellules

Monocytes

Fibroblastes

Cellules musculaire lisse

Lymphocytes

Cellules endothéliales

Fibroblastes

Monocytes

Fibroblostes
Cellules endothéliales

Cellules endothéliales

Cellules musculaires lisses

Effets

Chimiotactizme

Chimiotactisme
Prolifération

Pralifération
Dsténgenése

Polarisation Th-1

Chimiotactisme

Références

(Bizaccia et al., 1998, Hance et
al., 2002 Senior et al., 1984)

(Senior et al., 1984
(Kamoun et al.,, 1995; Tajima et

al,, 19977
(Mochizuki et al., 2002)
(Simionescu et al., 2005)

(Debret et al., 2005)

(Long et al., 1989

Induction de l'angiogenése

Chimiotactisme

Chimiotactisme

Chimiotactizme
Chimiotactisme

Chimiotactisme

Pralifération

(Robinet et al,, 2009}

(Zrosso and Scott, 1993a,
Srosso and Scott, 1993b)

(Bizaeccia et al., 1998, Long et

al., 1989)

(Long et al,, 1989)
(Long et al., 1989)

(Long et al.,, 1989)

(Wachi et al,, 1995)

Tableau 1V: Effets Biologiques de différents peptides issus de la tropoélastine.

Cellules

Monocytes

Lymphocytes

Fibroblastes

Cellule Musculaire

lisse

Cellules
Endothéliales

Effets

Chimiotactisme

Modification du flux ionique
Libération RO5S
Inhibition de la synthése de cholestéral

Frolifération
Induction de l'apoptose

Chimiotactisme
Praolifération
Chimiotactisme

Prolifération
Modification du flux ionique

Induction de l'angiogenése
effet vagodilatateur et libération de MO

Références

{Chen et al., 1997 Jacok et al.,
1987 Kamizato et al,, 1997 Seniar et al.,,
1980, Uemura and Okamota, 19977

{ Jacob et al., 19877
(Fulop et al., 1984)
Varga et al,, 1997)

(Poggi and Mingari, 1995)
(Peterszegi et al., 1999)

(Mecham et al., 1989

(Ghuysen-Ttard et al,, 1992; Kamoun et
al,, 1995, Tajima et al., 1997)

Coyvama et al., 1987)
{Mochizuki et al., 2002)
(Jacob et al., 1987

(Robinet et al.,, 2005
(Faury et al., 1998a)

Tableau V: Activités biologiques des peptides d’élastine.
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Dans le cadre de notre étude nous nous sommes restreints aux peptides contenant la

séquence VGVAPG et qui répondent au terme d’ « élastokines ».

I11.3. Le complexe récepteur de I’élastine.

I11.3.1. Mise en évidence d’un récepteur membranaire.

La plupart des effets biologiques induits par les PDE sont imputés a la présence
d’un complexe membranaire faisant office de récepteur cellulaire (Duca et coll., 2004). Les
premiers travaux sur l’induction d’un effet chimiotactique par la tropoélastine, ou des
fragments issus de 1’¢lastine insoluble, sur des fibroblastes ou des leucocytes humains a
amené I’hypothése selon laquelle 1’¢lastine devait posséder un véritable récepteur a la surface
de ces cellules (Senior et coll., 1984). Cette hypothése fut largement consolidée suite a la
démonstration d’un réel appariement entre des fibres élastiques purifiées et des cellules
musculaires lisses et des fibroblastes. Enfin, des études chromatographiques par affinité ont
révélé la présence d’un complexe récepteur a la surface de nombreux types cellulaires tels que
des fibroblastes, des myocytes vasculaires, des neutrophiles, des monocytes et diverses
cellules tumorales humaines dont des cellules de mélanomes (Hinek et coll., 1988). Le
complexe récepteur de I’¢lastine est constitué¢ de deux sous-unités (de 55 et 61 kDa) liées a la
membrane, et une sous-unité périphérique capable de se fixer a 1’élastine et nommée EBP
(Mecham et coll., 1989a). Si la plupart des études menées sur ’EBP lui confére une masse
moléculaire apparente de 67 kDa, il est toutefois intéressant de noter que certains auteurs ont
pu associer cette protéine a une masse apparente de 59 kDa a la surface de cellules telles que
la lignée cellulaire de carcinome pulmonaire de Lewis, et de fibroblastes issus du ligament
cardinal de patientes atteintes d’un prolapsus utérin (Blood et coll., 1988 ; Yamamoto et coll.,

2002).

I11.3.2. Description des sous-unités.

-A- L’EBP.

Le séquencage partiel de I’EBP a partir de cellules musculaires lisses de mouton a
révélé une grande homologie entre cette protéine et un variant d’épissage de la -
galactosidase (B-Gal) humaine conduisant & un mutant enzymatique inactif (Hinek et coll.,
1996). Cette protéine proche de la B-Gal, nommée S-gal (Spliced-galactosidase), a perdu son
activité enzymatique mais a conservé un domaine de fixation de residus galactosyl. De plus,
cette protéine n’est plus adressée au lysosome mais a la surface cellulaire (Morreau et coll.,
1989). Une séquence de 32 acides aminés dans la partie centrale de S-gal comportant le motif

VVGSPSAQDEASPL a été impliquée dans I’interaction avec ’¢lastine (Figure 13) (Hinek et
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coll., 1996). Il est aujourd’hui accepté que S-gal et EBP ne sont qu’une seule et méme entité

(Privitera et coll., 1998). Ce récepteur a aussi été décrit comme le récepteur de la laminine

(Mecham et coll., 1989b)

ARMNmM codant pour le précurseur de la 3-gal

YLAAVDEWLGVLLFKMEKFLLY OQNGGFVITVQV
LEGSCGOVVGSPSAQDEASPLSEWREASYNSAG

7-16 |
ARNmM codant pour S-gal

Figure 13: Schématisation de I’épissage alternatif du transcrit primaire de la p-Gal. Les
exons 3, 4 et 6 sont épissés et le cadre de lecture de ’exon 5 est décalé pour faisant apparaitre une région de 32
acides aminés caractéristique de S-gal (d’apres Privitera et coll., J Biol Chem 1998).

Les similitudes entre le complexe récepteur de 1’¢élastine et le mécanisme d’action
de la B-Gal ne se limitent pas a S-gal puisque ’EBP, comme la B-Gal, est reliée a deux autres

sous-unités: une PP de 55 kDa, et une Nase de 61 kDa.

-B- La protéine protectrice (ou cathepsine A).

La présence d’une sous-unité de 55 kDa au sein du complexe récepteur de 1’¢lastine
pouvant correspondre a une protéine protectrice (PP) a été démontrée par immuno-marquage
a la surface de cellules musculaires lisses aortiques et dans le complexe retenu par affinité
dans des colonnes contenant de 1’¢lastine (Hinek et coll., 1996). La PP est d’abord synthétisée
en un précurseur de 55 kDa puis clivée en sa forme mature correspondant a deux peptides de
20 et 32 kDa reliés par des ponts disulfures (Morreau et coll., 1992). Cette protéine porte son
nom en raison de son rdle au sein du lysosome ou elle protége la B-Gal et la Nase d’une
digestion lysosomale. Pour la Nase, cette protection semble dépendante d’une simple
interaction entre les deux molécules (Lukong et coll., 2001). Indépendamment de sa fonction
protectrice, la PP est dotée d’activités sérine estérase (E.C. 3.2.1.23). Ainsi, la PP peut se
comporter d’une part comme une carboxypeptidase a pH acide, et d’autre part comme une

estérase et une désaminase carboxy-terminale a pH neutre (Galjart et coll., 1991).
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-C- La neuraminidase.

La Nase liée au complexe récepteur est la Nase lysosomale (NEUT1 ; E.C. 3.2.1.18)
secrétée sous la forme d’une pré-pro-enzyme de 45,5 kDa pouvant étre glycosylée et tronquée
pour former une protéine transmembranaire mature de 48,3 kDa (Callahan, 1999). Cependant,
le degré de glycosylation variable peut engendrer des masses moléculaires pouvant atteindre
66 kDa pour la Nase lysosomale placentaire humaine (Van der Horst et coll.,, 1989). La
fonction enzymatique de la NEU1 consiste a libérer un résidu d’acide sialique non réducteur
situé en position N-terminale des glycoprotéines, oligosaccharides, polysaccharides,

gangliosides ou encore des glycolipides. La distribution cellulaire de la Nase dépend de la

412 415
phosphorylation d’une région C-terminale ~ YGTL . Ainsi, en absence de phosphorylation,

la Nase et sa PP associée ont une localisation préférentielle a la membrane du lysosome.

412
Lorsque la Y est phosphorylée, la majeure partie des complexes Nase/PP est retrouvée a la

membrane plasmique (Lukong et coll., 2001). L implication d’'une Nase dans la transduction
d’un signal a déja pu étre démontrée, et notamment dans 1’activation de cellules T et la
séerétion d’IL-4 par ces mémes cellules en présence de Nase bactérienne (Chen et coll.,
1997). De méme, 1’ajout de cette enzyme sur des monocytes provoque la désialylation de
glycoconjugués non identifiés a la surface cellulaire, conduisant a 1’activation de la voie Erk
1/2 (Stamatos et coll., 2004). Ces différentes données ont amené 1’hypothése que la NEU1
pourrait étre au coeur du mécanisme de transduction du signal induit par le complexe

récepteur de 1’¢lastine.

I1I .3.3. Transduction du signal intracellulaire.

La signalisation intracellulaire induite par le complexe récepteur de I’¢lastine n’est
pas encore totalement ¢lucidée. Les divers éléments bibliographiques font apparaitre des
mécanismes distincts selon D’effet observé (chimiotactisme, prolifération, sécrétion de
protéinases,...), mais également selon le type cellulaire étudié.

Les premicres études sur la signalisation induite par les PDE ont été menées sur des

monocytes et ont montré que la stimulation par de la k-¢élastine induit une augmentation du

2+
taux intracellulaire en AMPc, Guanosine 3’, 5’-monophosphate cyclique (GMPc) et Ca ainsi

qu’une stimulation de respiratoire de ces cellules (Fulop et coll., 1986). Ces auteurs ont
suggéré que I’augmentation du taux de GMPc pouvait étre relié au chimiotactisme. Cette
hypotheése fut confirmée un peu plus tard avec I’implication d’une Protéine Kinase G (PKG)
(Uemura et Okamoto, 1997 ; Kamisato et coll., 1997). Le chimiotactisme des cellules de

carcinome pulmonaire M27 par les PDE fait intervenir une PKC (Blood et Zetter, 1989).Dans
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les polynucléaires neutrophiles, la stimulation par des PDE active 1’explosion respiratoire.
Dans ces cellules, le complexe récepteur de 1’¢lastine semble couplé a une protéine-G sensible
a la toxine pertussique, et I’inositol 3,4,5-trisphosphate (IP;) est formé a partir de
phosphatidylinositol 4,5-bisphosphate (PIP;) induisant une augmentation de la concentration
du calcium intracellulaire (Varga et coll., 1989 ; Varga et coll., 1990). Une telle augmentation
de la concentration de calcium a également pu étre mise en évidence dans des cellules
endothéliales suite a I’ouverture de canaux calciques (Faury et coll., 1998). L’induction de la
prolifération cellulaire par les PDE a été étudiée dans les cellules musculaires lisses de porc
(Mochizuki et coll., 2002). Cette étude a révél¢ le recrutement de la cascade Raf/MEK/ERK
par les PDE suite a I’activation d’une protéine-G sensible a la toxine pertussique et a la
transactivation du récepteur de PDGF. De manicre trés intéressante, Duca et collaborateurs
ont également pu mettre cette voie en évidence dans des fibroblastes dermiques humains dans
le cadre d’une étude portant sur I’induction de sécrétion de MMP-1 par des PDE. Ces
expériences ont permis de définir plus précisément les activateurs de cette voie et de montrer
que deux mécanismes paralléles pouvaient intervenir dans 1’activation de MEK ; d’une part la
voie AMPc/Protéine Kinase A (PKA)/B-Raf, et d’autre part le systéme protéine-
G/phosphatidylinositol 3-kinase (PI;Kinase)/Raf-1. L’activation de la cascade MEK/Erk 1/2

aboutit au recrutement du facteur de transcription AP-1 intervenant dans 1’activation de
promoteurs de nombreux genes (Duca et coll., 2002 ; Duca et coll., 2005).

Le mécanisme d’action du complexe récepteur permettant de transmettre ces
messages intracellulaires n’est pas totalement élucidé. Cependant, des travaux récents
montrent que ce complexe récepteur est localisé au sein de « radeaux » lipidiques (« Rafts »)
et que la clé du systeme semblerait résider dans I’activité sialidase de la NEUI1. En effet, la
stimulation de fibroblastes dermiques par des PDE est capable d’entrainer la libération
d’acide sialique et la formation de lactosyl céramide (LacCer) a partir d’un glycoconjugué
lipidique, le GM3, qui est un substrat préférentiel de la NEU1. Ce mécanisme est inhibé en
présence de lactose (Duca, thése d'université, 2004). Les principales voies de signalisation

médiées par les peptides d’élastine sont représentées sur la figure 14.
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Figure 14: Résumé des données de la littérature concernant les voies de signalisation
induites par le complexe récepteur de I’élastine.

En résumé, cette signalisation médi¢e par les peptides d’élastine induit via ERK1/2 la

prolifération cellulaire et 1’expression de protéinases dont les MMPs (Figure 15).
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W Résidus galactosyl
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(PIBK, PKA,Transactivation de RTKs,...)

Proliferation cellulaire Expression de MMPs

Figure 15: Représentation schématique des voies de signalisation médiées par les
peptides d’élastine. La fixation des peptides d’élastine sur EBP active ERK 1/2 via
différentes voies de signalisation y compris par transactivation de récepteurs a tyrosine kinase
(RTKs). Cette signalisation conduit a la prolifération cellulaire et a 1’expression de MMPs.
(D’apres Antonicelli et coll., 2007, sous presse).
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IV. Les Metalloprotéinases matricielles (MMPs).

La premicre activité collagénasique a été observée par Gross et Lapiere en 1962,
lors de I’étude de la maturation de la queue de tétard. Depuis, 25 MMPs possédant une
activité protéolytique dépendante d’un ion zinc et des ions calcium et appartenant aux groupes
des matrixines ont ét¢ identifiées. Chacune de ces enzymes est capable de dégrader au moins
un composant de la matrice extracellulaire. Pour cette raison on les a appelées: les

Meétalloprotéinases de la Matrice Extracellulaire (MMPs) (2,7).

IV.1. Structure des MMPs.

Les MMPs peuvent étre subdivisées en huit groupes structuraux distincts : cing
correspondent a des MMPs sécrétées et trois a des MMPs membranaires. Cette subdivision
correspond a la classification des MMPs basée sur la structure de ces protéinases (Figure 16).
Les MMPs s’organisent en domaines et le plus petit représentant contient 3 domaines : une
séquence signal amino-terminale (Pre) qui les dirigent vers le réticulum endoplasmique, un
propeptide (Pro) contenant un groupement thiol (SH) interagissant avec un ion Zn>" conférant
a I’enzyme sa nature zymogene inactive ; un domaine catalytique possédant un site de fixation
pour le zinc (Zn). En plus de ces domaines trouvés dans ces MMPs, d’autres MMPs (single
hemopexin-domain-containing MMPs) un domaine C-terminal de type hemopexine
(hemopexin-like domain) lequel est connecté au domaine catalytique par une région
charnieére. La premicre et la derniére répétition de ce domaine sont reliées par un pont
disulfure (S-S). Ce domaine gouverne les interactions avec les TIMPs, avec certaines
molécules associées a la surface cellulaire et avec leurs substrats. Les MMPs interagissant
avec la gélatine (Gelatin-binding MMPs) contiennent des domaines ressemblant aux
répétitions de type Il de la fibronectine liant le collagéne (Fi). Ces domaines au nombre de
trois sont également appelés CBD pour Collagen Binding Domain. Les MMPs sécrétées et
activées par la Furine (Furin-activated secreted MMPs), contiennent un motif de
reconnaissance pour des protéinases a sérine intracellulaire de type Furine (f) trouvé entre leur

propeptide et leur domaine catalytique permettant leur activation intracellulaire.
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Figure 16: Organisation moléculaire des MMPs. (D’aprés Ala-aho et coll., 2005)
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Ce motif est également trouvé au sein des MMPs possédant un domaine de type
vitronectine (vitronectin-like insert MMPs) et au sein des MMPs membranaires (MT-MMPs).
Ces derni¢res possédent un domaine transmembranaire simple (TM), et un domaine
cytoplasmique trés court (Cy). Les MMPs ancrées au GPI (GPI-anchored MMPs)
appartiennent au groupe des MMPs membranaires. La MMP-23 représente la troisiéme classe
de MMPs membranaires. Elle posséde un signal d'ancrage N-terminal (SA) qui l'adresse a la
membrane plasmique, et la définit comme MMP transmembranaire de type II. Cette MMP est
¢galement caractérisée par son domaine riche en cystéine (CA) et son domaine

immunoglobuline-like (Ig).

IV.2. Classification des MMPs.

IV.2.1. Les collagénases.

Le sous-groupe des collagénases comprend la MMP-1, la MMP-§, la MMP-13 et la
MMP-18 (chez Xenopus). Ces collagénases sont capables de cliver les collagenes de type I, 11
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 au cours de nombreux 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,
2005). La MMP-1 clive les collagénes de types I, II, III, VII, VIII et X, I’aggrécanne, ainsi
que les inhibiteurs de sérine protéinases et la macroglobuline-a (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 1’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 a 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 collagenes I, II et III et ’aggrécanne
(Ala-aho et Kahari, 2005). La MMP-13 (collagénase-3) a été clonée a 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 collagénes fibrillaires de type I, II et III, la gélatine, les collagénes de type IV, IX, X
et XIV, la tenascine C, la fibronectine, I’aggrécanne, le versicanne, et I’ostéonectine (Ala-aho

et Kahari, 2005). La MMP-13 peut activer des chémokines comme MCP-3 (monocyte
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chemoattractant protein-3) et SDF-1 (stromal cell-derived factor-1) (McQuibban et coll.,
2000; McQuibban et coll., 2001) et semble impliquée dans I’activation du TGF-B3 (Deng et
coll., 2000). Son expression est limitée au remodelage de la MEC, le développement osseux
foetal et post-natal, la réparation et certains processus pathologiques mettant en jeu la
destruction du collagéne (paradontite, athérosclérose, ulcéres cutanés, etc...) (Ala-aho et

Kabhari, 2005).

IV.2.2. Les gélatinases.

On compte deux gélatinases : la MMP-2 (gélatinase A) et la MMP-9 (gélatinase
B). Elles présentent la capacité de dégrader la gélatine grace a leurs trois séquences répétitives
FN II qui permettent la liaison a la gélatine et aux collageénex. Elles ont pour substrat un grand
nombre de molécules de la MEC dont les collagénes de types IV, V et XI, la laminine, la
protéine du core de I’aggrécanne et I’¢lastine. La MMP-2 présente la particularité de digérer
¢galement les collageénes de type I, II et III de la méme maniére que les collagénases (Aimes
et Quigley, 1995; Patterson et coll., 2001). La forme active de la MMP-2 a une masse
moléculaire de 62 kDa alors que la pro-MMP-2 a une masse 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 I’intégrine ayB;. En plus des composants matriciels
qu’elle dégrade la MMP-2 est aussi capable d’activer le précurseur du TNF-a (Gearing et
coll., 1995) et de dégrader I'IL-1p (Ito et coll., 1996). La MMP-2 a été décrite pour la
premicre fois par (Liotta et coll., 1979). Ces auteurs ont isolé cette enzyme a partir d’une
tumeur murine. La MMP-2 est unique parmi les MMPs puisqu’elle est exprimée de maniére
constitutive par un grand nombre de cellules différentes, posséde une distribution tissulaire
ubiquitaire et un mode d’activation qui differe de celui des autres MMPs. La MMP-2 est
capable d’activer la MMP-9 et la MMP-13 (Fridman et coll., 1995). Son rdle dans I’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 I’invasion tumorale a été renforcée par I’étude de Itoh et coll. qui a montré que
des souris déficientes en MMP-2 ont une angiogenéese et une progression tumorale réduites
(Itoh et coll., 1998). La MMP-2 joue aussi un role dans la prolifération et la différenciation,
I’adhérence et la migration (Yu et coll., 1997).

La MMP-9 a une spécificité de substrat trés semblable a 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 I’activité¢ de cytokines et d’hormones puisqu’elle clive I’'IL-1 et la substance P
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(Backstrom et Tokes, 1995; Ito et coll., 1996). Elle clive également le peptide amyloide [
(Backstrom et coll., 1996). Un grand nombre de facteurs de croissance et de cytokines
modifient ’expression de la MMP-9 dans de nombreux types cellulaires, comme le TGF-p3,
I’EGF, I'IL-1B, I'IL-2, le TNF-a (Mook et coll., 2004). La MMP-9 joue un réle important
dans divers processus comme I’implantation trophoblastique, le développement osseux,
I’inflammation, la réparation (Buisson et coll., 1996), I’arthrite et la maladie d’Alzheimer
(Lim et coll., 1997). La MMP-9 a aussi été impliquée dans les cancers, en particulier dans
I’invasion tumorale et la formation des métastases de par sa capacité a dégrader les collagénes
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 roles in
vivo pour la MMP-9. Ainsi, Liu et coll. ont montré que les souris déficientes en MMP-9 sont
résistantes aux pemphigoides 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).

IV.2.3. Les stromélysines.

Les stromélysines (MMP-3, MMP-10 et MMP-11) ont une organisation en
domaine similaire a celle des collagénases. Les MMP-3 (stromélysine-1) et -10 (stromélysine-
2) ont une structure identique, un spectre large et similaire de substrats (collagenes de type III,
IV, IX, et X, gélatine, laminine et protéoglycanne), et participent toutes deux a I’activation
des pro-MMPs (Visse et Nagase, 2003). La MMP-3 est produite préférentiellement par les
cellules stromales et sa surexpression est associée a I’invasion et aux métastases de divers
types de cancer ainsi qu’a la progression des plaques d’athérosclérose (Sternlicht et coll.,
2000). La MMP-10 semble exprimée par les cellules tumorales elles-mémes dans différents
carcinomes (O-charoenrat et coll., 2001; Kerkela et coll., 2001; 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 facon plus efficace (Pei et coll., 1994).
Elle posséde 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 manicre intracellulaire (Pei et Weiss, 1995).
Une isoforme intracellulaire de 40 kDa de la MMP-11 (B-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 I’embryogenése, la

réparation, I’involution des tissus et la métamorphose. La MMP-11 semble posséder une
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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).

IV.2.4. Les matrilysines.

Les matrilysines MMP-7 et MMP-26 ne poss¢dent pas de domaine hémopexine.
La MMP-7 (matrilysine-1) dégrade a la fois des composants de la MEC (collagéne de type
IV, laminine, entactine, ténascines C, vitronectine, fibronectine, protéolgycanne) (Wilson et
Matrisian, 1996) et des molécules présentes a la surface cellulaire telles que la pro-a-
défensine, le Fas-ligand, le pro-TNF-a et la cadhérine-E (Remy et Trespeuch, 2005). Présente
dans certains tissus a caractére 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 a [’extravasation des cellules tumorales (Remy et
Trespeuch, 2005). Contrairement aux autres MMPs principalement stromales, elle est
synthétisée par les cellules épithéliales et participe a 1’invasion et la production de métastases
(Yamashita et coll., 1998). La MMP-26 (ou endometase, matrilysine-2) est exprimée dans les
cellules normales (endometre) et certains carcinomes (endométre, prostate, sein) (Zhao et
coll., 2003; Zhao et coll., 2004). Elle digeére quelques molécules de la MEC (collagéne de type
IV, gélatine, fibronectine) mais, a la différence des autres MMPs, est stockée en grande

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

IV.2.5. 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
par la furine RX(R/K)R dans la partie C-terminale du pro-peptide. Elles sont activées de
maniere intracellulaire et sont ancrées ensuite a 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 possede également une activité collagénolytique sur les collagenes de type I, 11 et III
(Ohuchi et coll., 1997; Tam et coll., 2002). La MT1-MMP induit I’invasion et la prolifération
des cellules tumorales dans une matrice de collagéne (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
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collagénase est modulée par d’autres domaines de la protéine. Notamment, le domaine
hémopexine dans la partie C-terminale permettrait de lier le collagéne 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 1’'unique cystéine présente dans le domaine cytoplasmique
est palmitoylée de maniere 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 a la surface cellulaire, la MTI-MMP est rapidement internalisée. La MT1-MMP
(MMP-14) a été identifiée comme un activateur spécifique de la pro-MMP-2 dans les tumeurs
et joue un réle important dans I’invasion de la membrane basale par les cellules tumorales
(Sato et coll., 1994). De par son role dans I’activation de la MMP-2, la MTI-MMP est
associée a 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). En outre, la MT1-MMP joue un rdle crucial dans

I’angiogenese tumorale (Sounni et coll., 2002).

IV.2.6. 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 a 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
digere ’¢élastine et de nombreuses molécules de la MEC. Enfin, elle joue un role important
dans la migration des macrophages (Shipley et coll., 1996). La MMP-19 digére 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 rhumatoide 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 1’émail
néo-synthétisé des dents et digeére 1’amélogénine (Ryu et coll., 1999). La MMP-21 a été
découverte a I’origine chez le Xénope (Yang et coll., 1997) et plus récemment chez la souris
et ’homme (Marchenko et coll., 2003). Elle est exprimée invariablement dans les tissus
foetaux et adultes ainsi que dans les cellules de carcinomes squameux et basaux (Ahokas et
coll., 2003). Elle digére la gélatine mais aucun autre substrat de la MEC n’a encore été
identifi¢. La MMP-23 est unique puisque c’est la seule MMP possédant un domaine de type
Ig riche en cystéine a 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
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domaine transmembranaire est clivé par une convertase (Pei et coll., 2000). La MMP-27 a ¢été
trouvée pour la premiere fois dans les fibroblastes d’embryon de poulet (Yang et Kurkinen,
1998). La MMP-27 de poulet digére la gélatine et la caséine, et provoque une autolyse de
I’enzyme. Peu de choses sont encore connues sur son activit¢ chez les mammiferes.
L’ ¢épilysine (MMP-28) est exprimée dans de nombreux tissus tels que le poumon, le coeur, le
tractus gastro-intestinal et le testicule. Elle pourrait participer a 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 rhumatoide (Momohara et coll., 2004). Les MMP-21, -23 et -
28 ont une séquence de reconnaissance a la furine avant le domaine catalytique et sont donc

activées de manicre intracellulaire et secrétées sous forme d’enzymes actives.

IV.3. Mécanisme d’activation et de régulation des MMPs.

IV.3.1. Régulation transcriptionnelle des MMPs.

IV.3.1.1. Généralités.

Les promoteurs des génes des MMPs sont sous le controle de facteurs de
croissance, de cytokines et de promoteurs de tumeur par I’intermédiaire de voies de
transduction intracellulaires. Les différentes voies aboutissent a la liaison de facteurs de
transcription, activateurs ou répresseurs, sur des séquences spécifiques présentes au niveau
des promoteurs des génes des MMPs. Les sites de liaison de ces facteurs de transcription et
leur identité a fait 1’objet de plusieurs études. Une représentation schématique des régions
promotrices est proposée au niveau de la figure 17. 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
¢léments inhibant le TGF-f (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 boites GC et lient le facteur de transcription Spl (Benbow et Brinckerhoff, 1997; Lohi et
coll., 2000). De plus, le promoteur de la MMP-9 possede un site de liaison du NF-xB (nuclear
factor-kB) (Westermarck et Kahari, 1999). La MMP-1 et la MMP-13 ont également été
décrites comme répondant au facteur de transcription NF-kB (Vincenti et Brinckerhoff,

2002). Certaines MMPs, dont la MMP-7 et la MT1-MMP, possédent au moins un site de
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liaison du facteur de transcription Tcf-4 et constituent ainsi des cibles du complexe de
transcription caténine-B/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 1’expression des MMPs.
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Figure 17: Localisation des éléments cis liant des facteurs de transcription dans les

promoteurs des MMPs. C/EBP-h, CCAAT enhancer-binding protein; TIE, TGF-B inhibitory element;
AP1, site de liaison de AP-1; PEA-3, polyoma enhancer A binding protein-3; OSE-2, osteoblastic Cis-acting
element; TATA, boite TATA; AP2, site de laison de AP-2; Sil, silencer; Spl, site de liaison de Sp-1; NF-«kB, site
de liaison NF-kB; CCAAT, boite CCAAT; Tcf-4, site de liaison du Tcf-4; SPRE, stromelysin-1 PDGF-
responsive element. Modifié d’apres (Deschamps et Spinale, 2006).

IV.3.1.2. Régulation transcriptionnelle de la MT1-MMP.

Régulation transcriptionnelle de la MT1-MMP : La régulation du géne de la MTI1-
MMP semble particulierement singuliére. In vitro, elle est exprimée de manicre 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-a, et diminuée par le dexamethasone (Lohi et Keski-Oja,
1995; Lohi et coll., 1996). De plus, I’expression de la MT1-MMP est augmentée en présence
de la concanavaline A. L’expression de la MTI-MMP est également régulée par des

interactions MEC-cytosquelette dans des fibroblastes lors de leur culture en gel 3D de
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collagene, 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 boite 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 Spl. Ce site
est notamment essentiel a I’activité basale du promoteur de la MT1-MMP (Seiki, 2003). Le
facteur de transcritpion Egr-1, en se fixant a sa séquence de liaison, assure la transcription de
la MT1-MMP dans les cellules endothéliales cultivées en gel de collagéne (Haas et coll.,
1999). Trois séquences avec une haute homologie pour 1’é1ément TIE sont également trouvées
dans ce promoteur. En amont de ces sites, on trouve un élément répondant a v-src qui permet
I’induction de I’expression du géne de la MT1-MMP dans les cellules MDCK transformées
par v-src (Cha et coll., 2000). La voie des MAPK semble également étre impliquée dans la
régulation de la MTI-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-
B/Tct-4. De maniére intéressante, le CD44 et la laminine y2 constituent ¢galement des cibles
de ce complexe alors que tous deux cooperent avec la MT1-MMP pour induire la migration
(Koshikawa et coll., 2000; Kajita et coll., 2001). Récemment, il a ét¢ montré que la protéine
Z0-1 des jonctions serrées, une fois délocalisée dans le cytoplasme, peut réguler le promoteur
de la MT1-MMP en mettant en jeu I’activité transcriptionnelle des complexes caténine-§ / Tcf

(Polette et coll., 2005).

IV.3.2. Activation des MMPs.

IV.3.2.1. Mécanisme généraux.

La plupart des MMPs est sécrétée sous forme de zymogene et est activée dans
I’espace extracellulaire (Figure 18). L’activation de ces zymogenes constitue une étape de
régulation importante de I’activit¢ des MMPs. 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» enléve seulement une partie du
pro-domaine et doit étre complété par 1’action d’autres MMPs actives pour Oter le pro-
domaine enti¢rement (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 systémes 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, I’'urokinase-type plasminogen activator (uPA)
permet I’activation du plasminogéne en plasmine a la surface de la cellule, et ainsi une

activation rapide des pro-MMPs (Kirchheimer et Remold, 1989). L’uPA est exprimé par de
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nombreux types cellulaires impliqués dans le remodelage tissulaire, et son inhibition in vitro
réduit significativement la dégradation matricielle. L’inhibiteur de [Dactivateur du
plasminogene, le PAI-1 (type-1 plasminogen activator inhibitor), a un effet inhibiteur sur
I’uPA et constitue donc le contrepoids de la cascade d’activation des MMPs par la plasmine,
et donc de ’activité métalloprotéasique matricielle. Les niveaux ultérieurs d’activation des
MMPs constituent une boucle de rétrocontrdle, 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 étre activée par la MT1-MMP, la MMP-3, la
MMP-10 et la MMP-12 peut activer a 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. Certaines MMPs peuvent étre activées au sein de la
cellule, avant leur adressage. C’est en particulier le cas de plusieurs MT-MMPs qui ont une
séquence spécifique RRKR dans leur prodomaine, reconnue par les furines, une famille de

sérine protéinases.
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Figure 18: Activation extracellulaire des MMPs sécrétées. Les pro-MMPs sont sécrétées sous
forme de zymogeénes inactifs qui peuvent étre activés par des protéinases ou par des agents non protéolytiques.
L’activation par des protéinases est assurée par le clivage de la région leurre. L’activation compléte est achevée
par la libération compléte du pro-peptide par auto-catalyse. L’activation chimique est liée au switch des
cystéines qui induit 1’activation partielle des MMPs. Une derniére phase d’autocatalyse permet d’Oter le
fragment restant du pro-peptide.
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1V.3.2.2. Activation de la proMMP-2.

La pro-MMP-2 forme un complexe avec le TIMP-2 (Tissue Inhibitor of Matrix
Metalloproteinase-2) via l’interaction entre son domaine hémopexine et le domaine C
terminal de I’inhibiteur. La formation de ce complexe est essentielle a 1’activation de la pro-
MMP-2 par la MT1-MMP a la surface cellulaire (Itoh et Seiki, 2006). Le complexe se lie a
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 a une autre molécule de MT1-MMP. Les
deux molécules de MTI-MMP interagissent mutuellement a la surface cellulaire par leur
domaine hémopexine ce qui forme un complexe d’activation tétramérique. Une molécule de
MTI1-MMP agit comme récepteur du complexe pro-MMP-2-TIMP-2 et I'autre comme
activateur de la pro-MMP-2. Un exceés 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 maniere similaire. Le complexe pro-MMP-2-
TIMP-4 interagit avec la MT1-MMP, mais ce complexe n’est pas productif quant a
I’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 avp3 semble ¢également participer a
I’activation de la MMP-2 par la MT1-MMP. 1l a été mis en évidence que la MT1-MMP peut
activer I’intégrine a,f; par clivage protéolytique. Cette intégrine, une fois active, peut alors se
lier a 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). Le mécanisme d’activation

de la proMMP-2 est schématisé au niveau de la figure 19.
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Figure 19: Processus d’activation de la pro-MMP-2. I. Les molécules de MT1-MMP forment des
dimeéres ou des multiméres a la surface cellulaire par interaction de leurs domaines homéopexine. I1. Le TIMP-2
forme un complexe avec une premiére molécule de MT1-MMP. III. La pro-MMP-2 complexée au TIMP-2 lié
quant a lui & 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 avP3 est activée par la MT1-MMP et peut ainsi se lier a la
MMP-2. VI. La liaison de la MMP-2 a I’intégrine avp3 provoque un changement de conformation stabilisant
I’enzyme sous sa forme active aprés protéolyse. La concentration en TIMP-2 dans 1’espace intracellulaire est
critique pour assurer I’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.

IV.3.3. Inhibition de ’activité des MMPs.
L’activité des MMPs est régulée par des inhibiteurs endogeénes spécifiques, les

TIMPs, et non spécifiques comme la macroglobuline-a2 et d’autres molécules.

1V.3.3.1. Les TIMPs.

Quatre inhibiteurs physiologiques des MMPs, les TIMPs (Tissue Inhibitors of
Metalloproteinases) ont été clonés, purifiés et caractérisés. Ils participent activement a la
régulation de I’activité protéolytique des MMPs, en conditions physiologiques et
probablement en conditions pathologiques. Les TIMPs inhibent les MMPs de maniere
sélective mais réversible avec un rapport stoechiométrique 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 I’activité
inhibitrice. Les TIMPs inhibent toutes les MMPs a ’exception du TIMP-1 qui inhibe peu la
MTI1-MMP, la MT3-MMP la MT5-MMP et la MMP-19. Certains TIMPs ont montré
¢galement leur capacité a inhiber les ADAMs et les ADAMTSs.

TIMP-1 : Le TIMP-1 est une petite protéine de 28 kDa riche en mannose dont le

géne est localisé sur le chromosome 11 chez I’homme. Elle contient deux sites de
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glycosylation, mais ceux-ci ne semblent pas essentiels pour sa fonction inhibitrice. Cette
molécule est trés stable, en raison de la présence de six ponts disulfures intracaténaires. Le
TIMP-1 est cependant tres sensible a 'action des sérines protéinases, telles que la trypsine, la
chymotrypsine et I'élastase, mais est résistant a la plasmine. Le TIMP-1 est capable de se lier
a la MMP-1, a la pro-MMP-9 ainsi qu’a sa forme activée et a la MMP-13. Le TIMP-1 joue un
role important dans le développement du tissu osseux dans 1’inhibition de 1’angiogenése. Il
influence 1’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 I’'IL-1p stimulent son expression tout comme le
TGF-B et les rétinoides (Gomez et coll., 1997).

TIMP-2 : Le TIMP-2 est une petite protéine de 21 kDa dont le gene est localisé sur
le chromosome 17 chez I’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.
Cependant, il a été rapporté comme inhibant préférentiellement la MMP-2 en formant un
complexe stoechiométrique 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 1’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
geéne est localisé sur le chromosome 22 chez ’homme. Le TIMP-3 a d’abord été purifié a
partir de fibroblastes de poulet et identifi¢ 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 a la transformation
oncogénique de ces cellules (Yang et Hawkes, 1992).

TIMP-4 : Le TIMP-4 est une protéine de 22 kDa dont le géne 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 coeur et le cerveau et un niveau faible voire
non détectable dans les autres organes. Comme le TIMP-2, le TIMP-4 peut se lier a la pro-
MMP-2 et empécher son activation sous l'action de la MT1-MMP.

Les TIMPs sont des protéines sécrétées mais peuvent étre ¢également localisés a la
surface cellulaire en association avec des protéines liées a la membrane. Ainsi, les TIMP-2,

TIMP-3 et TIMP-4 peuvent se lier a la MT1-MMP. Le TIMP-3 est séquestré au niveau de la
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MEC par liaison a des protéoglycannes contenant du sulfate d’héparanne ou potentiellement
du sulfate de chondroitine (Yu et coll., 2000). Les TIMPs peuvent jouer un role dans les
processus biologiques n’impliquant pas leur activité anti-protéasique tels que la croissance et
la survie cellulaire. Le TIMP-1 a été identifi¢ 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 a la surface cellulaire des
cellules de carcinome mammaire MCF-7 et de subir une translocation dans le noyau (Ritter et
coll., 1999) bien qu’aucun récepteur ni de fonction particuliere 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 maniere spécifique par des récepteurs de haute affinité qui sont liés a des
protéines G et aux voies de I’AMPc (Corcoran et Stetler-Stevenson, 1995). Des taux élevés de
TIMP-3 favorisent I’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
¢levés de TIMP-3 interviennent dans les cellules utérines durant I’implantation de 1’embryon
et sont liés a la survie de ces cellules différenci¢es (Alexander et coll., 1996). Le TIMP-4 est
le promoteur de I’apoptose dans les fibroblastes cardiaques mais inhibe 1’apoptose dans les
cellules cancéreuses mammaires in Vvitro et dans les tumeurs mammaires in vivo. Il a été
montré que ’expression des TIMPs peut également étre associé a 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 méme type de lignées,
I’expression ¢élevée de TIMP-1 est corrélée a 1’expression accrue de marqueurs de survie et le
TIMP-1 confére une résistance a I’apoptose induite par le ligand Fas (Guedez et coll., 1998a;
Guedez et coll., 1998b). De facon contradictoire, le TIMP-2 peut, a la fois, promouvoir
I’apoptose dans un modéle in vivo de cancer colorectal (Brand et coll., 2000) mais aussi
proteger 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 I’apoptose (Jiang et coll., 2001). Pour sa part, le TIMP-3 supprime efficacement
I’invasion et induit I’apoptose de cellules tumorales d’origine diverses (Ahonen et coll., 1998;
Baker et coll., 1999). Comme I’indiquent ces différents travaux, les TIMPs induisent des

effets divergents sur la mort cellulaire programmée des cellules tumorales.
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IV.3.3.2. La macroglobuline-u2.
La macroglobuline-oc2 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 étre
¢liminé par fixation sur un récepteur LDL-RP (Low Density Lipoprotein Receptor-related
Protein) puis endocytose et dégradation (Moestrup et coll., 1993). Il a ét¢ montré que la
MMP-13 s’associe avec le récepteur LDL-RP sur les cellules ostéoblastiques menant a son
internalisation (Barmina et coll., 1999). Hahn-Dantona et coll. ont montré que la MMP-9
complexée au TIMP-1 peut étre internalisée par liaison au récepteur LDL-RP (Hahn-Dantona

et coll., 2001). Enfin, la macroglobuline—(x2 peut exercer des fonctions sans relation avec son

role d’inhibiteur de protéinases notamment en liant le TGF-P et des cytokines (Armstrong et

Quigley, 1999).

1V.3.3.3. Autres inhibiteurs connus.

Un certain nombre d’autres molécules peuvent inhiber 1’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, possede également une région interne présentant des
homologies de séquences avec les TIMPs. Notamment, le TFPI-2 peut inhiber 1’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 fagon similaire, la thrombospondine-1 (TSP-1) peut inhiber 1’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 collageéne 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
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que la baisse du potentiel invasif. RECK inhibe également 1’activation cellulaire de la pro-
MMP-2 (Butler et coll., 1998). RECK pourrait posséder d’autres fonctions mais ceci reste
encore a déterminer. L’ensemble des facteurs régulant I’activité des MMPs est schématisé au

niveau de la figure 20.
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Figure 20: Inhibiteurs des MMPs dans I’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’apres (D’apres Baker et coll., 2002).

IV.4. Roles des MMPs dans la progression tumorale.

IV 4.1. Généralités.

Les MMPs sont impliquées dans le remodelage de la MEC et par conséquent dans
un grand nombre de processus physiologiques et pathologiques comme le développement
embryonnaire, la cicatrisation, 1’angiogenese, 1’ossification, le cycle menstruel, le cycle
pileux, la formation du corps jaune, la progression tumorale...De plus, I’activité des MMPs
permet de moduler la migration cellulaire et de modifier la signalisation inhérente a la MEC.
La dégradation de la MEC par les MMPs entraine aussi la libération et la modulation de

I’activité des différents facteurs de croissance et inhibiteurs de croissances lié a la MEC soit
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par clivage direct de ces facteurs, soit par le biais des liaisons a la MEC ou soit par la

modulation de I’activité des antagonistes de ces molécules. Les MMPs dégradent en fait

littéralement toutes les protéines de la MEC, les différents substrats de ces enzymes se

recoupant d’une maniére importante (Tableau VI et VI bis).

MMPs Substrats clivés Effets biologiques observés
responsables
Collagene de type | Migration des kératinocytes et ré-épithélialisation
MMP-1 Non identifié Agrégation plaquettaire
PAR-1 Activation de PAR1
Protéoglycanne a sulfate de .
. Croissance neurale
chondroitine
. s Différenciation des cellules mésenchymateuses avec
Non identifié hénot fl toi
MMP-2 phénotype inflammatoire
Endothéline Génération de vasoconstricteur
Adromédulline Conversion de vasodilatateur en vasoconstricteur
SDF-1a Apoptose neuronale menant a la neurodégénérescence
Membrane basale Apoptose des cellules épithéliales mammaires
MMP-3 Membrane basale Formation alvéolaire épithéliale mammaire
Cadhérine-E TEM (cellules épithéliales mammaires)
Plasminogéne Génération de fragment de type angiostatine
Fibronectine Différenciation des adipocytes
Plasminogéne Génération de fragment de type angiostatine
Fas ligand Apoptose assurée par le récepteur Fas
MMP-7 g pop U p : pteu
Pro-TNF-a Pro-inflammatoire
Ligand RANK Activation des ostéoclastes
EGF liant I’héparine Vasoconstriction et croissance cellulaire
Plasminogéne Génération de fragment de type angiostatine
ICAM-1 Résistance des cellules tumorales
Précurseur de TGF-3 Biodisponibilité¢ du TGF-
MMP-9 Collageéne de type IV Néovascularisation du thymus

Galactine-3

Apoptose des chondrocytes et recrutement des
ostéoclastes

IL-2Ra

Réponse a I’IL-2 réduite

Tableau VI: Liste des substrats matriciels et non matriciels des MMPs.
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MMPs responsables Substrats clivés Effets biologiques observés
MMP-11 IGFBP-1 Augmentation de. 1?. bl.odlspombllhte de IGF-1
et prolifération cellulaire
MMP-12 Plasminogeéne Génération de fragment de type angiostatine
MMP-13 Collagéne de type I Activation des ostéoclastes
Collagene de type I Tubulogenese du rein
CD44 Migration cellulaire
MT1-MMP Lamine 583 Migration cellulaire
MUC-1 Attachement de | enﬂqryon a I’épithélium
uterin
Collagénases Collagéne 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 I’'IL-13 Anti-inflammatoire
MMP-1, -2,-3, -13 et .. .
MT1-MMP MCP-3 Anti-inflammatoire
MMP-1, -3 et -9 Transformation de I’IL-1[3 Pro-inflammatoire
MMP-2, -3 et -7 Décorine Augmentation de la blgdlspomblhte du TGF-
MMP-2, -3,-7,-9 et -13 BM-40 Augmentation de I’affinité au collagéne
T (SPARC/Ostéonectine) g &

MMP-2, MT1-MMP,

Chaine y2 de la Laminine 5

Migration des cellules épithéliales

MMP-19

MMP-3, MMP-7 Cadhérine-E Rupture de I’agrégation cellulaire et invasion

MMP-3 et -13 Perlécane Libération de FGFb

MTI_M%I\};I; tMT3- Transglutaminase Adhérence cellulaire réduite et extension
IGFBP-5 Augmentation de' 12’1 b1.0d1spon1b1.11te de IGF-1
MMPs et prolifération cellulaire
Collagene de type XVIII Génération de fragment de type endostatine
CTGF Activation du VEGF

Tableau VI bis: Liste des substrats matriciels et non matriciels des MMPs (suite).

IV.4.2. Roles des MMPs dans la progression tumorale.

Le role des MMPs dans la progression tumorale a fait 1’objet de recherches

intensives depuis plus de deux décennies. Un rdle important fut initialement attribué a la

capacité des MMPs de dégrader la matrice extracellulaire, favorisant ainsi 1’invasion

tumorale. Il est maintenant clairement établi que certaines MMPs ont une activité

protéolytique également dirigée contre des protéines non matricielles lesquelles jouent un rdle

crucial dans plusieurs autres étapes de la progression tumorale (Figure 21).
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Figure 21: Réle des MMPs dans la progression tumorale. (D’aprés Rao, 2003)

L’état actuel des connaissances attribue de multiples roles aux MMPs dans le
cancer. Certains de ces effets sont protecteurs pour 1’organisme, comme par exemple :
- la libération du TGF-8 qui inhibe la croissance tumorale;
- la génération d’endostatine et d’angiostatine (molécules anti-angiogéniques) par la
dégradation du plasminogene et du collagéne X VIII;
- la modulation des signaux apoptotiques des intégrines;
- ’inactivation de la chimiokine CXCL12 (molécule pro-métastatique);

- promotion de la différenciation cellulaire (mécanisme inconnu).

La plupart des effets des MMPs sont par contre pro-tumoraux. Les MMPs agissent
au niveau de la croissance tumorale, de la promotion de la survie cellulaire, de 1’angiogenése,
de I’invasivité, de la transition épithéliale mésenchymateuse et de la diminution de I’immunité
anti-tumorale par l'intermédiaire de nombreuses protéines (Tableau VI et VI bis).
Paradoxalement, certaines de ces molécules telles le TGF- sont impliquées a la fois dans les
effets pro-tumoraux et dans les effets anti-tumoraux. Les métastases, contrairement aux
tumeurs primaires, sont responsables de la plupart des déces. Fort de ce constat, il apparait
que l'utilisation de thérapies basées sur le blocage de leur formation offre une approche de
premier ordre dans le cadre de la thérapie anti-tumorale (Chambers et coll., 2002). Dans ce
but, la compréhension détaillée des mécanismes complexes impliqués dans l'invasion

tumorale est requise. La participation du stroma a un tel phénomene, et particulicrement des
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cellules stromales que sont les fibroblastes, est fondamentale. L'invasion tumorale est un
évenement multifactoriel dans lequel la motilité cellulaire est associée a une protéolyse
matricielle et implique des interactions entre les cellules tumorales et la MEC. Durant ce
processus, les cellules malignes se détachent de la tumeur primaire, migrent et envahissent les
tissus en passant au travers de barriéres structurales, la MEC stromale et les membranes
basales (Johansson et coll., 2000). Elles se retrouvent dans la circulation sanguine et créent
des métastases dans des organes distants (Chambers et coll., 2002). Les MMPs jouent un role
important dans ce processus aux différentes étapes que sont la croissance tumorale, 'invasion
et la formation des métastases. Les contributions des MMPs dans ces différentes étapes sont

illustrées au niveau de la figure 22.
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Figure 22: Expression des MMPs et des TIMPs lors de l'invasion tumorale. De nombreux
types cellulaires participent au développement tumoral en sécrétant différents types de MMPs (D'aprés Egeblad
et coll., 2002).

IV.4.2.1. Perte d’adhérence.

Certaines MMPs, en particulier la MMP-3 et la MMP-7, ont tout d’abord été
impliquées dans la perte d’adhérence cellulaire et la modification phénotypique des cellules
¢épithéliales qui se produisent durant les premiers stades du développement d’une tumeur
carcinomateuse. Ces enzymes peuvent en effet dégrader la cadhérine E et, de ce fait, rompre

les adhérences intercellulaires des épithéliums et stimuler I’expression de génes promoteurs
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du cancer (proto oncogenes) en favorisant le transfert de la B-caténine a partir de la cadhérine

E vers le noyau cellulaire.

IV.4.2. 2. Invasion.

L’invasion locale est la seconde étape de la progression tumorale dans laquelle ces
protéinases sont impliquées. Plusieurs MMPs, en particulier les gélatinases (MMP-2 et MMP-
9) ont une activité protéolytique dirigée contre les protéines de la membrane basale
(collagenes de type IV et V) et d’autres MMPs, comme la MMP-1 et la MT1-MMP, contre les
collagenes interstitiels (collagénes de type I, I ou III) présent dans le tissu conjonctif qui
délimite les cancers invasifs. Ce role des MMPs dans I’invasion tumorale a été parmi les
mieux étudiés. Il a été¢ démontré que les MMPs présentes au niveau du front invasif sont
souvent produites non pas par les cellules tumorales mais par les cellules stromales
(fibroblastes, cellules endothéliales, macrophages) stimulées spécifiquement par les cellules

cancéreuses.

IV.4.2. 3. Prolifération.

Une troisieme étape de la progression tumorale dans laquelle les MMPs ont été
impliquées est la prolifération des cellules tumorales. Ce rdle inattendu fut initialement
suspecté suite a des observations montrant I’absence des effets des inhibiteurs de MMPs sur la
croissance tumorale. Les mécanismes a 1’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 stromélysine sont capables de digérer des protéines extracellulaires qui
séquestrent les facteurs de croissance comme c’est le cas de I'IGFBP-3 (insulin-like growth
factor binding protein 3) qui se lie a ’'IGF II (insulin-like growth factor II) ou du perlécane
qui séquestre le FGFb (basic fibroblast growth factor). D’autres MMPs peuvent aussi
augmenter 1’activité biologique de cytokines et de facteurs de croissance comme cela a été
démontré pour I’interleukine- 8 dont I’activité augmente 10 fois apres activation par la MMP-
9. Enfin, par leur capacité a cliver des récepteurs membranaires de cytokines (activité «
libératrice ») et de ce fait diminuer leurs effets biologiques, plusieurs MMPs ont
paradoxalement un effet anti-prolifératif. Les MMPs modulent également la prolifération des
cellules tumorales a travers les modifications structurales que subissent les protéines de la
matrice extracellulaire suite a leur protéolyse. De la méme maniere, I’exposition de cellules de
mélanome a du collagéne protéolysé leur permet de se protéger de 1’apoptose. Enfin, il a
récemment ¢t¢ mis en évidence que la MMP-11 diminuait I’apoptose des cellules tumorales

par un mécanisme encore indéterminé.
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IV.4.2.4. Angiogenése.

L’angiogenese est la quatriéme étape de la progression tumorale dans laquelle les
MMPs sont impliquées et ou elles peuvent avoir un effet stimulateur ou inhibiteur. Plusieurs
MMPs sont exprimées par les cellules endothéliales en réponse a un stimulus angiogénique et
ces enzymes jouent un rdole important dans la tubulogénése et la vascularisation des tumeurs.
Certaines MMPs augmentent aussi la libération de facteurs angiogéniques comme le VEGF
(vascular endothelial growth factor) associé¢ a la matrice extracellulaire. En revanche, les
MMPs peuvent aussi avoir un effet négatif sur 1’angiogenése en produisant des facteurs anti-
angiogéniques a partir de molécules précurseurs. C’est le cas de I’angiostatine et de
I’endostatine qui sont produites par les MMP-2, -7 et -9 ou la MMP-12 4 partir de précurseurs

comme le plasminogene et le collagene X VIII, respectivement.

IV.4.2.5. Intravasation, extravasation et croissance de tumeurs métastatiques.

Les MMPs jouent également un role dans le processus d’intravasation (passage de
cellules tumorales du tissu vers le courant sanguin a travers 1’endothélium). I1 est postulé que
cet effet provient de la capacit¢ des MMPs a détruire la membrane basale qui entoure
I’endothélium capillaire. L’implication des MMPs a ce titre est cependant tirée d’observations
indirectes démontrant que des inhibiteurs de MMPs réduisent la formation de métastases
spontanées a partir d’une tumeur primaire ou I’invasion d’une membrane basale reconstituée
in vitro. Le role des MMPs dans I’extravasation (sortie des cellules tumorales du courant
sanguin vers le tissu) est moins évident et controversé. Un groupe de chercheurs a notamment
démontré que des inhibiteurs de MMPs ¢taient incapables d’inhiber la colonisation des
poumons par des cellules tumorales injectées dans la circulation veineuse. Enfin, les MMPs
pourraient aussi intervenir dans la croissance de tumeurs métastatiques. Cet effet des MMPs

est complexe car il implique un effet sur I’angiogeneése et sur la prolifération cellulaire.
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V.La MT1-MMP.

V.1. Généralité sur la MT1-MMP.

La MTI-MMP partage une structure de domaine commune avec les autres
membres de la famille des MMPs, notamment un pré-propeptide (M1-R111), un domaine
catalytique (Y112-G285), une région charniére (linker-1) (E286-1318), un domaine
hemopexine (C319-C508), une région de liaison en tige (linker-2) (P509-S538), un domaine
transmembranaire (A539-F562) et une queue cytoplasmique (R563-V582) (Sato et coll.,
1994 ; Brinckerhoff et Matrisian, 2002 ; Seiki, 2003). Comme les autres MMPs, la MT1-
MMP est produite sous forme de zymogeéne et nécessite donc une étape d'activation afin
d'éliminer le propeptide (Nagase, 1997). La MTI-MMP posséde un motif basique d'acides
aminés (RRKR111) situé a la fin du propéptide et qui est clivé par la furine convertase (Sato et
coll., 1996). Ainsi, 'activation de la MT1-MMP se déroule durant sa sécrétion dans le golgi
(Mazzone et coll., 2004), et est exprimé a la surface des cellules sous sa forme active. La
MT1-MMP peut dégrader un grand nombre des composés de la MEC comme le collagene de
type I, II et III, la gélatine, la laminine 1 et 5, la fibronectine, la vitronectine, 1'aggrécanne, la
fibrine et le lumicane (d’Ortho et coll., 1997; Ohuchi et coll., 1997; Hiraoka et coll., 1998;
Koshikawa et coll., 2000; Li et coll., 2004). La MT1-MMP est aussi capable d’activer la
proMMP-2 (Sato et coll., 1994) et la proMMP-13 (Knauper et coll., 1996). Elle est O-
glycosylée au niveau des résidus thréonine 291, 299 et/ou sérine 301 dans la région linker-1 et
ces modifications semblent étre essentielles pour 1'activation de la proMMP-2 a la surface
cellulaire (Wu et coll., 2004). Elle est aussi capable de cliver plusieurs protéines de surface
comme CD44 (Kajita et coll., 2001), la transglutaminase (Belkin et coll., 2001), les intégrines
de type o, (Deryugina et coll., 2002) et le syndécanne-1 (Endo et coll., 2003).

V.2. La MT1-MMP dans I'angiogenése.

La dégradation de la membrane basale est une étape nécessaire lors de la formation
de nouveaux vaisseaux. Le rdle de plusieurs MMPs a ¢t¢ démontré dans les cellules
endothéliales (ECs) et dans le contexte de I’angiogenese. Plus particuliérement les gélatinases
A et B, MMP-2 et -9, jouent un rdle dans la réponse angiogénique des ECs dans les modeles
d' angiogenése in vivo (Itoh et coll., 1998 ; Vu et coll., 1998). Ainsi, la MMP-9 joue un rdle
crucial en synergie avec le MMP-2 lors du «switch » angiogénique nécessaire a la
tumorogéneése comme il a pu étre montré dans un modele de cancer pancréatique. La MMP-9
agit en entrainant la libération du VEGF séquestré initialement au sein des protéoglycannes

composant la matrice extracellulaire (Bergers et coll., 2000). Le role des autres MMPs dans
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I'angiogenese est tissu/organe dépendant. Par exemple, il a récemment ét¢ démontré que la
MT3-MMP était préférentiellement impliqué dans la formation de nouveau capillaire dans
I'endometre (Plaisier et coll., 2004). La MT1-MMP, premi¢re MMPs identifi¢ comme étant
ancré a la membrane, est un élément clé dans la réponse angiogénique. Elle a été identifiée
comme ¢étant la principale enzyme responsable de la fibrinolyse (dégradation et remodelage
d'une matrice de fibrine) durant les accidents vasculaire (Hiraoka et coll., 1998). L'utilisation
de souris « invalidées» en MT1-MMP a confirmé le role essentiel de la MT1-MMP dans
lI'angiogenese. En effet, ces souris montrent une désorganisation squelettique probablement
due a un défaut de vascularisation du cartilage, un défaut de réponse a un stimulus pro-
angiogénique comme le FGF-2, un défaut de formation de capillaires en réponse a des
chémokines proangiogéniques, et un défaut de vascularisation des poumons. Plus récemment,
le role de la MT1-MMP a été décrit dans le recrutement de cellules nécéssaire a I’angiogenése
(Lehti et coll., 2005 ; Filippov et coll., 2005). Ces données suggerent que la MT1-MMP n'est
pas indispensable au processus de vasculogénese ni pour celui de I'embryogénése, mais est
nécessaire pour l'angiogenese spécifique de certains tissus (cartilage, poumon) ou en réponse

a certains stimuli (PDGF-B).

V.2.1. Réle multiple de la MT1-MMP.

V.2.1.1. Activation de la proMMP-2.

L'activation de la proMMP-2 au niveau péricellulaire par un systéme
multiprotéique (proMMP-2, MT1-MMP, TIMP-2, ao,B3) est a la genése du mécanisme
d'angiogenese et de l'invasion de nombreuses cellules tumorales (Strongin et coll., 1995 ;
Deryugina et coll., 2001). Différents travaux ont permis de comprendre le mode d'action de la
MT1-MMP lors de I'activation de la proMMP-2. La MT1-MMP joue deux roles distincts, elle
se présente comme un récepteur de la proMMP-2 par l'intermédiaire du TIMP-2 et comme
l'effecteur de la coupure enzymatique proprement dite (Butler et Coll., 1998). L'activation se
déroule en deux étapes correspondant en fait & deux protéolyses successives du pro-domaine.
L'activation de la proMMP-2 nécessite dans un premier temps la formation d'un complexe
ternaire entre la MT1-MMP qui interagit avec le domaine N-terminal du TIMP-2 lequel par
son domaine C-terminal fixe le domaine hémopexine de la proMMP-2. Dans un second
temps, la proMMP-2 est clivée par une MT1-MMP adjacente conduisant a la formation d'une
entité partiellement activée de la MMP-2 qui sera a son tour totalement activée par le clivage
protéolytique soit par une MMP-2 mature, soit par d'autres types de protéinases (Deryugina et
Coll., 2001). Par ailleurs, il a ét¢ montré que l'intégrine o,B3 facilitait 1'activation de la

proMMP-2 en servant de plate forme pour des interactions autocatalytiques entre la MMP-2
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partiellement activée et une MMP-2 mature (Brooks et Coll. 1996 ; Deryugina et Coll., 2001).
Un autre modéle de l'activation impliquant la MT1-MMP et le TIMP-2 a été proposé.
L'intégrine avP3 est capable de lier la MMP-2 (Brooks et Coll., 1996), et pourrait ainsi
stabiliser celle-ci au niveau de la membrane plasmique de la cellule, permettant ensuite a une
MTI1-MMP d'activer la MMP-2 par protéolyse. Le TIMP-2 n'est pas cité¢ dans ce travail; pour
autant, la fraction de TIMP-2 non complex¢ a la MT1-MMP pourrait étre impliqué dans cette
activation et permettre 1'inhibition de la MMP-2 pour ainsi réguler la forme active de la
MMP-2 (Itho et coll., 1998). De facon récente, le réle de I'intégrine a,B3 dans I'activation de
la MMP-2 a été remis en cause, a partir du moment ou cet hétérodimere ne serait pas capable

de lier la métalloprotéinases sous sa proforme.

V.2.1.2. La dégradation de la MEC et l'invasion par les cellules endothéliales.

La MT1-MMP est nécessaire pour la dégradation de la fibrine notamment lors de la
formation de nouveaux vaisseaux a l'intérieur d'une matrice de collagéne (Hiraoka et coll.,
1998 ; Holmbeck et coll., 1999). De plus, un anticorps monoclonal anti-MT1-MMP altére
l'invasion des cellules endothéliales humaines dans un gel de fibrine ou de collagéne de type I
(Galvez et coll., 2001). Enfin, des cellules MLEC (mouse lung endothelial cells) issus de
souris invalidées MTI-MMP -/- montrent une déficience d'invasion comparativement aux
cellules sauvages lors de l'invasion a travers un gel de matrigel démontrant ainsi l'importance

de cette protéinase dans l'invasion par les cellules endothéliales (Oblander et coll., 2005).

V.2.1.3. La Migration de cellules endotheliales.

La MT1-MMP est nécessaire pour une migration endothéliale efficace sur divers
composants de la MEC comme la gélatine, le collagéne de type I, la fibronectine ou la
vitronectine (Galvez et coll., 2001 ; Galvez et coll., 2002). Pour confirmer cette thése, les
cellules MLEC issues de souris invalidées MT1-MMP -/- migrent moins efficacement que les
cellules sauvages (Galvez et coll.,, 2005). La MT1-MMP est aussi nécessaire lors de la
migration en réponse a la sphingosine-1-phosphate dans les cellules endothéliales (Langlois et
coll., 2004). Pour expliquer ces phénomenes, certains ont émis I'hypothése que la MT1-MMP
exposerait des sites cryptiques présents dans ses substrats naturels comme il a ét¢ démontré

avec la laminine 5 dans les cellules tumorales (Koshikawa et coll., 2000).

V.2.1.4. Formation de capillaires.
La MT1-MMP est nécessaire pour la formation de capillaires. Ainsi des cellules
endothéliales prétraitées avec un anticorps bloquant dirigé contre le domaine catalytique la

MTI1-MMP ou trait¢ par les siARN entrainent une désorganisation de la formation de
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capillaires formés par les cellules endothéliales et induite par des chémokine pro-

angiogénique ou la sphingosine-1-phosphatase (Langlois et coll., 2004).

V.2.1.5. Recrutement d'autres cellules.
La formation de nouveaux capillaires se termine par le recrutement de cellules
indispensables a la stabilit¢ des néovaisseaux, comme les cellules péricytes. Le systéme

PDGF/PDGF-R est essentiel a ce processus (Lehti et coll., 2005).

V.2.1.6. Autres fonctions.
La MT1-MMP est également impliquée dans la régulation de I’expression du
VEGF-A et dans la prolifération des cellules tumorales (Sounni et coll., 2004 ; Golubkov et
coll., 2005). Elle participe aussi a d'autres processus notamment la maintenance du lit

vasculaire via I'apoptose de cellules endothéliales.

V.2.2. Régulation multiples de la MT1-MMP dans les cellules endothéliales.
La MT1-MMP joue un role crucial dans différentes étapes de 1'angiogenese. C'est
pourquoi, son activité doit étre strictement régulée dans les cellules endothéliales afin de
pouvoir contrdler et organiser ce processus physiologique et ainsi éviter une protéolyse

excessive de la MEC ou de composants non matricielles.

V.2.2.1. Régulation de I'expression.

Le promoteur de la MT1-MMP ne possede pas de boite TATA. L'adhésion des
cellules endothéliales sur une matrice 3D de collagene de type I augmente l'expression du
gene de la MT1-MMP via le facteur de transcription Egr-1 qui est capable de reconnaitre un
site de type SP-1. Il a aussi été rapporté que dans les cellules mésangial glomérulaire, le
facteur de transcription NFATIlc coopere avec SP-1 et Egr-1 dans la régulation de la

transcription du géne codant la MT1-MMP (Alfonso-Jaume et coll., 2004).

V.2.2.2. Localisation subcellulaire et compartimentation.

L’état d’activation de la MT1-MMP est corrélé a sa localisation cellulaire au sein
des cellules endothéliales. En effet, cette dernic¢re, sous une forme inactive, présente une
localisation diffuse au sein des cellules confluentes et une localisation sous forme d’amas au
niveau des protusions membranaires corrélée a une augmentation de l'activité protéolytique de
cette enzyme (Galvez et coll., 2001). De plus, lorsque les cellules endothéliales sont cultivées
jusqu’a confluence sur du collagene de type I, l’activité protéolytique de la MT1-MMP

diminue par translocation de I’enzyme au niveau des contacts inter-cellulaires. Les intégrines
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de type P1 au niveau des jonctions cellules-cellules et I’intégrine o, B3 au niveau des
protusions membranaires pourraient jouer un rdle dans ces localisations en formant des
complexes directs ou indirects avec la MT1-MMP (Galvez et coll., 2002). Le récepteur CD 44
pourrait aussi jouer un role dans la translocation de la MT1-MMP au niveau des protusions
membranaires des cellules endothéliales comme cela a ¢ét¢é montré dans d'autres types
cellulaires (Mori et coll., 2002). L’adressage intracellulaire de la MT1-MMP vers d'autres
microdomaines pourrait aussi jouer un role dans la modulation de la localisation de la MT1-
MMP. En effet, I'équipe de Galvez et collaborateurs a démontré que la MTI-MMP était
présente au niveau des cavéoles et que cette dernicre était co-localisée avec la cavéoline-1 au
niveau des protusions membranaires (Galvez et coll., 2004). Il a ét¢ démontré dans les cellules
endothéliales en inhibant ainsi la synthése de cavéoline-1 a l'aide de la technique
d'interférence par I'ARN, que les cavéoles sont nécessaire a 1’activation de la MT1-MMP lors
de la migration et de la formation de vaisseaux (Galvez et coll.,, 2004). En conséquence,
lI'association entre la MT1-MMP et la cavéoline-1 est cruciale pour les fonctions de
locomotion cellulaire (Labrecque et coll., 2004). Les cavéoles pourraient ainsi réguler
l'activité de la MT1-MMP dans les cellules endothéliales en modulant non seulement sa

localisation intracellulaire mais aussi son internalisation.

V.2.2.3. Internalisation et trafique.

La MT1-MMP peut étre internalisée via une voie classique clathrine et dynamine
dépendante notamment dans les cellules tumorales (Jiang et coll., 2001). Cette voie fait
intervenir la partie cytosolique de la MT1-MMP qui interagit avec la sous unit¢ p2 de la
protéine adaptatrice 2 via un motif Leu-Leu (Uekita et coll., 2001). Cependant une autre voie
d'internalisation a été proposée et démontré dans les cellules tumorales grace a l'utilisation la
aussi de la technique d'interférence par 'ARN dirigé contre la cavéoline-1 (Galvez et coll.,
2004). Mais dans les cellules endothéliales, la seule voie décrite a I’heure actuelle pour
l'internalisation de la MTI-MMP fait intervenir les cavéoles (Galvez et coll., 2004).
Récemment, il a été proposé que la microtubuline du cytosquelette ainsi que le centrosome
puisse jouer un role dans l'internalisation de la MT1-MMP (Remacle et coll., 2005). Le
devenir de la MT1-MMP internalisée n'est pas encore totalement ¢lucidé mais elle aurait pour
fonction d'éliminer les fragments de la MT1-MMP inactifs, de recycler la MTI-MMP a la
surface membranaire ou de diriger la MT1-MMP vers les lysosomes via l'interaction avec la

tétraspanine ou CD 63 (Remacle et coll., 2003 ; Wang et coll., 2004 ; Takino et coll., 2003).
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V.2.2.4. Dimérisation.

La dimérisation de la MTI-MMP peut se réaliser par l'interaction des domaines
hémopéxine et/ou des domaines cytosoliques via en particulier le résidu Cyst 564. Ces
différents types d’associations pourraient étre en rapport avec différentes fonctions de la
MTI1-MMP (Itoh et coll., 2001 ; Rozanov et coll., 2001 ; Lehti et coll., 2002). La dimérisation
semble étre corrélée a une activité protéolytique exacerbée dans les cellules tumorales (Itoh et
coll., 2001). Récemment, il a été démontré qu'environ 10% des molécules de MT1-MMP sont
sous formes de dimeére au niveau de la surface des cellules endothéliales en migration et que
les chimiokines pro-angiogéniques CCL2 ou CXCL8 augmentent la formation de ces dimeres
d'un facteur 4 (Galvez et coll., 2005). Cette augmentation met en jeu les voies de signalisation
PI3K, Rac GTPase et la polymérisation de I'actine. Les intégrines B1 et 1‘intégrine oyfs3
induisent I’activation de la MT1-MMP ainsi qu’une localisation cellulaire différente dans les
cellules endothéliales. L'interaction de la MT1-MMP avec CD44 pourrait jouer un role dans
I'acheminement de cette derniére vers le front de migration. De plus, la partie cytosolique de
la MT1-MMP peut interagir avec la sous unité u2 de la protéine adaptatrice 2 (AP2) et avec le

cupin dans d'autres types cellulaires.

V.2.2.5. Le relargage.
Le relargage de la MT1-MMP de la membrane plasmique dans le milieu
extracellulaire a été trés largement décrit par le groupe de Fridman qui a défini le role de
chaque fragment issu de la MT1-MMP ainsi que leurs activités et leurs fonctions possibles

dans différents types cellulaires (Toth et coll., 2002 ; Toth et coll., 2005).

V.2.2.6. Modifications Post-transcriptionnelles.

La Glycosylation de la MT1-MMP peut moduler I'activation de la proMMP-2 et
donc moduler aussi son activité protéolytique dans les cellules tumorales. Le role de cette
modification durant l'angiogenese reste inconnu (Wu et coll, 2004). Il a récemment été
rapporté que la Cystéine 564 de la région cytosolique de la MT1-MMP peut subir une réaction
de palmitoylation et ainsi affecter a la fois son internalisation clathrine dépendante ainsi que

ces fonctions dans la migration cellulaire (Anilkumar et coll., 2005).
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VI. L'interférence par I'ARN.

VI.1. Introduction.

Le génome subit des altérations qui en absence de réparations peuvent provoquer
des mutations, délétions ou translocations géniques. Certaines de ces altérations aboutissent a
la synthése d'une protéine anormale ou a sa surexpression. Ces altérations peuvent étre a
I’origine de maladies, dont beaucoup de cancers. Différentes techniques ont été développées
depuis plusieurs années afin de palier a ces anomalies, notamment des approches concernant
I’ARN anti-sens. De ces recherches une nouvelle technique a émergé, fondée sur une
inhibition naturelle de 1'expression génique : l'interférence par 'ARN (ARNi). L'ARNi est un
processus qui a été conservé tout au long de I’évolution chez les Eucaryotes. Il fait
aujourd’hui l'objet d'un intérét grandissant dans le monde de la biologie cellulaire car il
montre une grande efficacité dans I’inhibition génique. Par ailleurs, le phénomene d’ARNi
permet de comprendre la fonction des différents génes au sein d’un génome a travers

I’inhibition de I’activité d’un gene et par conséquent la disparition de sa fonction.

VI1.2. Historique de ’ARN interférence.
Le phénoméne d’ARNi, depuis 1990, prend de plus en plus d’importance dans le

monde de la biologie. Différentes études ont permis d’aboutir a la découverte de ce

mécanisme et a sa compréhension.

VI1.2.1. Découverte fortuite du phénomeéne d’ARN interférence.

La premiére manifestation du phénoméne d’ARNi fut observée par 1’équipe de
Richard Jorgensen en 1990. Ce chercheur travaillait sur les mécanismes de coloration des
pétunias et souhaitait intensifier la couleur des pétales. Pour cela, il introduisit dans
I’organisme une copie du gene CHS (chalcone synthase), responsable de la coloration des
fleurs. Contre toute attente, il observe que 42% des fleurs dans lesquelles le géne CHS était
introduit présentaient une couleur blanche (contre 9% des fleurs contrdles) ou anormalement
pale (Napoli et coll., 1990). L’analyse des ARN isolés a partir des fleurs blanches et protégés
contres des ARNases a montré que le taux d’ARNm produit par le géne était fortement réduit
par rapport au taux d’ARN des fleurs controles. La copie de géne introduite avait donc
entrainé une inhibition de la pigmentation. Cette équipe a montré que ce géne n’avait pas été
altéré (lors de I’introduction), en séquencant sa région codante et en la comparant avec la
séquence du clone d’ADNc (ADN complémentaire) dont elle était dérivée. Ils ne constatérent
aucune différence. Il semblait donc que I’introduction du transgéne CHS avait inhibé

I’expression du geéne endogene. Ainsi, I’addition d’un geéne codant une protéine dont la
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synthése était déja prise en charge par un géne endogene, entraine une diminution voir un
arrét de la synthese de la protéine. A 1’époque, le phénomene fut appelé « co-suppression ».
Ce phénomeéne fut ré observé bien plus tard dans le régne animal par les études menées par le
groupe d‘Andrew Fire chez le nématode C. elegans. Identifi¢ sous le nom de PTGS chez les
plantes pour « Post-Transcriptional Gene Silencing », ce mécanisme d’extinction de
I‘expression d‘un geéne par l‘introduction d‘ARN homologue, fut alors appelé « ARN
interférence ». L’équipe d’Andrew Fire a montré que I’introduction d’ARN dans des cellules
pouvait interférer avec la fonction d’un géne endogene et réduire spécifiquement I’expression
de protéines. Par cette technique, 1’expression de 96% des 2300 genes (environ) du
chromosome III de C. elegans était inhibée. Ils ont par ailleurs déterminé la fonction d’un
gene impliqué dans la migration du noyau lors de la division cellulaire (Fire et coll., 1998).
Ce mécanisme d‘extinction génique est donc conservé a la fois chez les plantes, le nématode
C. elegans et la drosophile. Celui-ci a évolué a partir d‘un mécanisme naturel de défense
antivirale (Guru, 2000 ; Kennerdell et coll., 2000). Au premier abord, il semblait peu probable
que le mécanisme de 1°ARNi fonctionne chez les vertébrés. En effet, 1‘introduction d’ARN
dans les cellules de mammiféres déclenche une forte réponse immune ou une réaction
antivirale non spécifique, appelée réponse interféron. Il y a induction de la synthése
d‘interféron o ou B et de cytokines pro inflammatoires conduisant a I’activation de deux types
d‘enzymes : la protéine PKR et la 2°,5’-oligoadenylate synthétase. L activation de ces voies
bloque la synthése des protéines cellulaires et provoque une dégradation non spécifique des
ARN messagers dans les cellules atteintes. Ceci a pour but de bloquer la réplication de
particules virales et de protéger les cellules voisines (McManus et coll., 2002). Les premiéres
notions ont émergé des travaux des groupes de Carthew et de Sharp sur les extraits
d‘embryons de drosophile. Ils ont mis en évidence que l‘extinction des génes étaient
spécifiques et dépendant de la séquence et que ce processus avait lieu au niveau post-
transcriptionnel. La déstabilisation de I°‘ARN messager ciblé était provoquée par 1‘assemblage
d‘un complexe nucléasique au niveau de ’ARNm entrainant sa dégradation (Elbashir et coll.,

2001 ; Dalmay, 2000).

VI1.2.2. Découverte du phénomene chez les mammiferes.

En 2001, un article sur I’ARNi1 parait dans « Nature » et entralne un véritable
engouement scientifique. En effet dans celui-ci, Sayda M. Elbashir montre que le phénoméne
existe également chez les mammiféres. Au méme moment, elle présente sa découverte au
congrés annuel de la RNA Society. Dans cet article, 1’équipe démontre que de petits
fragments d’ARN inhibent rapidement, facilement et spécifiquement les génes de cellules

humaines. L’équipe a mis en évidence que la nature de la réponse cellulaire était contrélée par
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la taille de I°’ARN introduit. De ce fait, 1‘introduction directe dans les cellules de mammiféres
de courts oligonucléotides (de 21 a 23 bases) pouvait bloquer spécifiquement 1‘expression du
gene ciblé sans déclencher de réponse antivirale de type interféron (Elbashir et coll., 2001).
Ces travaux ont permis d’élaborer de nouveaux outils dans le but d’invalider spécifiquement
I’expression d’un géne chez les mammiféres, tant au niveau de la recherche fondamentale
(compréhension des génomes) que de la recherche appliquée (le traitement de maladies
encore incurables devient envisageable). L’équipe d’Elbashir démontre dans 1’article que
I’ARNi supprime spécifiquement 1’expression des génes endogenes dans différentes lignées
de cellules de mammiferes, y compris dans les cellules embryonnaires de rein humain et les
cellules HeLa (Elbashir et coll,, 2001). Des expériences semblables sur des cellules de
mammiféres et des cellules de drosophiles ont été réalisées. Ainsi aprés transfection des
cellules de drosophiles par un plasmide exprimant le géne de la luciférase, ils observent apres
20 heures une fluorescence. La cotransfection avec un ARNi spécifique du geéne de la
luciférase inhibe 1’expression de cette derniére et par conséquent aucune fluorescence n’est
observée. Sur les cellules de mammiferes, ils obtiennent une suppression spécifique nettement
moins importante mais non négligeable de 1’expression de la luciférase. Deux hypothéses sont
alors proposées : I’expression trop importante du géne diminue sa dégradation par rapport a
celle observée chez la drosophile ou 1’accessibilité du géne cible est limitée ce qui diminue le
taux d’ARN dégradé. L’équipe effectue d’autres recherches pour confirmer les résultats
obtenus et conclut que le phénoméne d’ ARNi fonctionne dans les types de cellules utilisées

méme si la dégradation n’est pas de 100%.

VI1.2.3. Situation actuelle.

Depuis les années 1990, et particuliérement depuis 2001, un grand nombre de
chercheurs s’intéresse au phénoméne de I’ARNi pour tenter de mieux comprendre les
mécanismes mis en jeu. Cependant, certains points restent inexpliqués : on ne sait
actuellement pas pourquoi I’extinction de I’expression du gene n’est que partielle (Cogoni et
coll., 2000). De nombreux laboratoires de biologie cellulaire, moléculaire ou de génétique
travaillent aujourd’hui en utilisant le phénomene d’ ARNi, notamment pour la compréhension
du réle et du fonctionnement de différents génes. L’ARNi est aussi étudi¢ dans le but de
développer des approches thérapeutiques dans le traitement de maladies diverses : infections
virales, cancers, maladies neurodégéneratives... Ces pathologies restent aujourd’hui sans
traitements efficaces et ont souvent une origine inconnue. L’ARNi, qui est au stade
expérimental du point de vue thérapeutique, constitue un véritable espoir dans le traitement de

ces pathologies. Ce n’est qu’en 2004 que les premiers tests sur I’humain ont été effectués.
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V1.3. Mécanisme de I’ARN:i.

Dans 1‘état actuel des connaissances, le processus de 1°ARNi consiste en deux étapes
distinctes :

-La phase d‘initiation : elle consiste en la production de petits ARN interférents a

partir du brin d*‘ARN d’origine exogéne. De facon intéressante, ces ARN interférents ne sont
pas exprimés de fagon endogene chez les mammiferes.

-La phase effectrice : elle met en jeu une activité nucléasique qui détruit I’ARNm

ciblé en le coupant. Elle est commune a tous les organismes (Ketting et coll., 2001).

Le mécanisme général d’interférence par les petits ARN est représenté au niveau de la figure

23.
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Figure 23: Deux voies de ’ARNi : par les siARN ou par les miARN. La voie de ’ARNi peut
étre médiée par des siARN (a droite) ; ou la voie d’ARNi empreinte [’utilisation des miARN (a gauche).
(D’apres He et coll., 2004).

VI1.3.1. Mécanisme de la phase d‘initiation.

Le phénoméne de 1°ARNi est initié par la reconnaissance de I’ARNdb par un
complexe nucléasique. Ce complexe découpe cet ARNdb en petits fragments de 21 a 25
nucléotides avec des extrémités 3° symétriques comportant 2 nucléotides sortants. Grace aux
études réalisées sur la drosophile, on peut caractériser cette activité enzymatique capable de
reconnaitre et de découper I’ARNdDb. Cette activité est assurée par une ribonucléase de la

famille de la RNase III appelée Dicer (Bernstein et coll., 2001).
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VI1.3.1.1. L’enzyme Dicer.
Cette enzyme, trés conservée tant chez le nématode C. elegans que chez les
mammiferes, est localisée dans le cytoplasme, ce qui implique que 1°ARNi est de fagon
prédominante, un processus cytoplasmique (Bernstein et coll., 2001). La protéine Dicer

posséde (Figure 24):

-un domaine ARN hélicase dans sa région N-terminale,

-un domaine PAZ (Piwi/Argonaute/Zwille), interagissant avec les ARNdb aux
extrémités 3’ sortantes,

-deux domaines ARNase III,

-un motif de liaison a I’ARNdb (RBD) dans sa région C-terminale (Tahbaz et coll.,
2004 ; Jaronczyk et coll., 2005).

Helicase PAZ RiMase I
— ,' H— -9
GEE BES 10655 1271 1922
ATP lila Rl
DECH dsRBD

Figure 24: Structure de I’enzyme Dicer. Elle posséde un domaine hélicase, un domaine PAZ (PAZ),
deux domaines ARNase III (RIIla et RIIIb) et un motif de liaison a I’ARNdb (dsRBD) (D’apres Jaronczyk et
coll., 2001).

L’étude de la structure de I’enzyme a permis de concevoir un fonctionnement en
dimere antiparalléle (Jaronczyk et coll., 2001). Elle se divise en quatre sites actifs, dont les
deux centraux seraient inactifs a cause de I’introduction de résidus dans le centre catalytique
du deuxieéme domaine de Dicer. L’équipe de Bernstein a pu caractériser en 2001 1’existence
de deux types de Dicer chez la drosophile. Des mutations sur le géne Dicer-1 empéchent
I’inhibition de la traduction de I’ARNm alors que des mutations sur Dicer-2 perturbent la
dégradation des certains ARNm. Cependant chez les mammiféres, un seul type de Dicer a été
découvert (Jiang et coll., 2005). De plus, on savait que Dicer-2 se liait & une protéine R2D2
(R2 car elle posséde deux sous-unités et D2 pour Dicer-2), il a été récemment découvert que

R3D1 se fixe de la méme maniére a Dicer-1 (Lee et coll., 2004).
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VI1.3.1.2. Fonction nucléasique de Dicer : formation des siARN.

La fonction principale de Dicer est de cliver ’ARNdb en petits fragments. Pour
remplir cette fonction, Dicer doit reconnaitre ’ARNdb et s’y lier. Dicer semble étre localisée
dans le réticulum endoplasmique, du moins pour I’enzyme humaine, ce qui lui procure une
augmentation de spécificité. Elle peut alors discriminer les ARNdb devant rendre silencieux
des genes, de ceux essentiels a la traduction et a d’autres processus ARN dépendants. Une fois
I ARNdb reconnu, Dicer n’a pas besoin de Mg®" pour s’y fixer, en revanche ce cation est
indispensable pour le clivage. De plus, ces ions stabilisent la dimérisation Dicer/ARNdb. Le
clivage de I’ARNdb ne nécessite pas d’ATP chez les mammiféres, mais chez la drosophile et
les nématodes, I’ATP se lie au domaine ATPase/hélicase de Dicer. Différentes hypothéses
sont proposées pour comprendre 1’intérét de I’hydrolyse de I’ATP; elle pourrait permettre :

-le déplacement de Dicer le long de I’ARNdD et le déroulement local du substrat ;

-la libération du produit par I’enzyme et son transfert a la nucléase RISC (phase
effectrice) ;

-un réarrangement structural de Dicer nécessaire pour la liaison et le clivage du
substrat suivant (Tuschl et coll., 1999).

Dicer se compose de deux domaines catalytiques, d’ou un clivage a intervalle de
22 nucléotides des deux brins de I’ARN fixé. Les modifications dans Dicer par rapport a la
séquence consensus entrainent une modification différentielle dans I’espace des centres
catalytiques, ce qui explique la variation spécifique dans la longueur des fragments produits.
Ces fragments sont appelés small interfering ARN (siARN). Dicer clive I’ARNdb
préférentiellement aux extrémités 3’ sortantes. L’efficacité du clivage dépend de la longueur

de ’ARNdb. Dicer reste liée au produit de clivage, ce qui ralentit I’activité enzymatique.

V1.3.1.3. Production des miARN : intervention de Drosha et Dicer

Dicer est également impliquée dans la production d‘une autre classe de petits
ARN, appelés micro ARN (miARN) (Ma et coll., 2003). Du fait de leur petite taille, les
miARN sont longtemps passés inapergus dans les processus classiques de purification
d*ARN. Ils ont été identifiés, il y a une dizaine d’années chez le nématode C. elegans. Par la
suite, ils ont été bien décrits chez Arabidopsis thaliana, Drosophila melanogaster et Homo.
Sapiens. De fagon remarquable, certains miARN sont trés conservés au cours de 1’évolution,
ce qui suggere une fonction biologique importante (Kim et coll., 2006). La maturation des
miARN fait intervenir au moins deux protéines apparentées a I’ARNaselll : Drosha et Dicer
(Zeng et coll.,, 2005). Drosha chez ’Homme fait partie d’un complexe multiprotéique
contenant de nombreuses hélicases et protéines du sarcome d’Ewing. Elle peut aussi étre

associée a DGCRS (alias Pasha), une protéine se liant aux ARNdb (Zeng et coll., 2005). Elle
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intervient dans le nucléoplasme ou elle convertit un transcrit primaire (pri-miARN) constitué
de plusieurs centaines de nucléotides dont certaines régions sont capable deformer des
structures en épingles a cheveux, en pré-miARN, tiges boucles d’environ 70 nucléotides
(Figure 25). Ces derniers sortent du noyau grace a I’exportine 5 et sont pris en charge par
Dicer qui apres le clivage des pre-miARN formeront des mi ARN double brins d’ environ 21
a 23 nucléotides similaires a des siARN. On estime cependant, que seul le brin dont
I’extrémité 5’ est le moins stablement appariée s’accumule dans le cytoplasme, ce qui suggere
I’intervention d’une hélicase a ARN et la dégradation du brin non protégé. Chez les
mammiferes, des travaux semblent indiquer que la maturation des mi ARN pourrait également
avoir lieu dans le noyau mais le mécanisme n’est pas encore connu. Chez les plantes, les
précurseurs des mi ARN sont plus longs et ont une structure plus complexe.

Depuis 2002, plusieurs groupes se sont focalisés sur 1‘identification des séquences
pouvant former des boucles et générer ces petits ARN de 21-23 nucléotides (Tuschl et coll.,
1999). Leurs efforts ont conduit a 1‘identification d‘environ 250 miARN chez I’Homme mais
il est probable que ce nombre sera bientot largement dépassé. Les premiers miARN
découverts furent lin-4 et let-7, des « small temporal ARN » (stARN) qui interviennent dans
le contréle du développement de 1’animal. La molécule d°ARN lin-4 (lineage-abnormal-4)

régule négativement les génes du développement lin-14 et lin-28.

miARN

pri-miARN
Drosha
« E‘p:ngle @ cheveux irréguliére »
(~70-80 nt)
pré-miARN
Nucléoplasme g 1

1 ]
Ran-GTP/Exportine-5

20m(mO

pré-miARN

Cytaplasme

[j]U][]]UﬂMO]f:I miARN : miARN*

ARN hélicase ? l

5'P 30H
miARN(~ 21-23 nt)

/ \ @D O\
(A)n W(A)n

Comalémentarité parfaite Complémentarité imparfaite dans
une région §'UTR

Complexe miRNP/RISC

Dégradation de I"ARNm
(ARN interférence) Blocage de la traduction

Figure 25: Biosynthese des miARN. Drosha et Dicer sont deux enzymes intervenant dans la maturation
du miARN. A partir d’un ARN précurseur en tige boucle imparfaite ces enzymes produisent un ARN simple brin
d’environ 21-23 nucléotides.
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Plusieurs travaux suggerent qu‘elle exerce une répression post-transcriptionnelle en
se fixant au niveau de séquences homologues situées dans la région 3‘UTR des ARNm.
D‘une fagon similaire, let-7 (lethal-7) est un régulateur transcriptionnel négatif qui cible les
régions 3° UTR du messager lin-41 (Banerjee et coll., 2002). On peut citer d’autres miARN
comme par exemple isy qui cible cog (géne déterminant 1’asymétrie neuronale) chez C.
elegans. Chez la drosophile miR-14, bantam et miR-2, entre autres, contrdlent la prolifération
et/ou la différenciation cellulaires en modulant I’expression de génes pro apoptotiques tel que
hid (Brennecke et coll., 2003a ; Brennecke et coll., 2003b). Chez les mammiferes, certaines
cibles restent inconnues, c’est le cas de I’ARNm ciblé¢ par miR-18 (Chen et coll., 2004a)

(Tableau VII).

miARN Organismes Génes cibles Fonctions biologiques controlées
lin-4 C. elegans lin-14, lin-28 Mise en place des stades larvaires
let-7 id lin-41, lin-57/hbil-1 Mise en place des stades larvaires
Isy-6 id cog-1 Asymetrie neuronale droite/gauche
Bantam 0. melanogaster hid Apoptose, prolifération cellulaire
miR-14 id ? Apoptose, métabolisme des lipides
miR-2 id reaper/grim/sickle Apoptose ?
miR-7 id E(spl), Brd, hairy Signalisation Notch?
miR-277 id Multiples génes Voies de dégradation de la Valine, Leucine et Isoleucine ?
miR-165/-166 A. thaliana Phabulosa,
Phaveoluta Morphogenese des feuilles
Jaw id genes TCP Morphogenése des feuilles
miR-172 id APATALAZ Développement floral
miR-127/-136 Mammiferes Rtil Extinction de Rtl?
(rétrotransposon-like) Empreinte parentale ?
miR-181 id ? Différenciation hématopoiétique
miR-15/-16/142/-155 id ? Oncogenése ?

Tableau VII: Exemples de miARN dont la fonction biologique et /ou les cibles ARNm

sont caractérisées. La phase d’initiation se termine en aboutissant a la production de petits fragments,
siARN ou miARN, grace a la diversité de la ribonucléase Dicer et par I’intervention de Drosha.

Pour résumer, la différence entre miARN et siARN est ténue car les siARN ont
d’abord été¢ décrits comme des guides de clivages d’ARN cibles, c’est donc une définition
fonctionnelle alors que les miARN sont de petits ARN simple brin de 21 a 23 nucléotides
issus de la maturation de précurseurs repliés en épingle a cheveux, ¢’est donc une description
structurale. Cependant, siARN et miARN sont capables tous deux de guider des clivages par

interférence a ARN.

VIL.3.2. Mécanisme de la phase effectrice.
Le but de cette étape est d’aboutir a I’inhibition de I’expression de geénes cibles. Les
siARN ou miARN, apres avoir été produits grace a Dicer, vont par la suite guider le complexe
effecteur endonucléasique « RNA-Induced Silencing Complex » (RISC) sur 1°ARNm

homologue a détruire.
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VI1.3.2.1. Le complexe RISC.

Le complexe RISC a été identifié a partir d’embryons de drosophile sous la forme
d’un complexe précurseur de 250 kDa par le groupe de Zamore (Matranga et coll., 2005). Il se
compose de plusieurs domaines (Matranga et coll., 2005 ; Scadden, 2005) :

-une protéine de la famille des Argonautes : Cette protéine peut varier selon les
especes. Néanmoins, la protéine Ago2 est trés conservée entre les especes. Son homologue
chez ’'Homme est le facteur d‘élongation elF2C, initialement caractérisé par son association
aux ribosomes et son role dans la traduction des protéines. La protéine argonaute/elF2 est de
nature basique et a une masse moléculaire d’environ 100 kDa. De plus, sa nature basique au
sein du complexe influence la fonction de RISC. En effet, dans les RISC s’associant aux
siARN, on retrouve 1I’Argonaute Agol alors que dans les RISC contenant les miARN on
trouve Ago2.

- le domaine PAZ, présent dans Ago2, s’apparierait avec le domaine PAZ de Dicer
grace au facteur R2D2 ou R3D1 ; cela permettrait alors de lier I'ARN simple brin .

- le domaine Piwi en C-terminal.

-une hélicase permettant de dissocier I’ARNdb. Celle-ci est ATP-dépendante. A
I’heure actuelle, on a montré qu’une hélicase (la GEMIN 3) coprécipitait avec efF2CD2

(composant argonaute de RISC humain) (Hutvagner et coll., 2004 ; Maniataki et coll., 2005).

V1.3.2.2. Activation de RISC.

Le complexe inactivé contient les stARN ou miARN sous leur forme « double brin
» alors que la forme activée de RISC contient les formes relaxées simple brin qui servent de
guide pour la reconnaissance de la cible. Il faut donc tout d’abord que RISC reconnaisse
Dicer, et cela se fait grace a son domaine Ago. Ensuite, 1’hélicase composant RISC permet la
dissociation des deux brins ; cette étape nécessite de I’ATP. On obtient ainsi un complexe
RISC activé qui va pouvoir aller attaquer I’ARN cible (Kavi et coll., 2005). Le complexe
RISC effectuerait un cycle catalytique en quatre étapes schématisées au niveau de la figure 26

(Tomari et coll., 2005) :

e étape 1 : la protéine Argonaute lie le brin guide par I'ancrage de I'extrémité 5'
et des bases adjacentes dans la poche basique du domaine PIWI et des deux nucléotides libres
de l'extrémité 3' dans la poche du domaine PAZ. Les contraintes topologiques indiquent que
la région 3' du guide ne serait pas dans une forme hélicoidale.

e étape 2 : 'ARN cible s'apparie au niveau de la région 5' du guide et le duplex
d'ARN peut adopter une forme hélicoidale sur environ 7 nucléotides, le tout premier

nucléotide étant exclu de 1'appariement.
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* étape 3 : Le reste de I'ARNm vient s'apparier le long du brin guide ce qui
nécessite un changement conformationnel de la protéine. Ce changement induit la
délocalisation du domaine PAZ qui s'¢loigne du domaine N terminal et/ou la rupture de
l'interaction entre l'extrémité 3' du guide et le domaine PAZ. L'espace dégagé entre les
domaines PAZ et Nter serait ainsi occupé par le duplex ARN guide / ARNm.

e étape 4 : le clivage a été induit par le positionnement du duplex qui permet de
localiser I'ARN cible a proximité du motif catalytique du domaine PIWI et les deux fragments
sont libérés. Le retour a la conformation initiale ou le guide est ancré en 3' pourrait aider a la

dissociation des fragments ou une hélicase a ARN pourrait aussi participer a cette étape.
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Figure 26: Mode d’activation du complexe RISC. (D’aprés Yuan, Pei et al. 2005)

VI1.3.2.3. Deux mécanismes d’action : dégradation d’ARNm ou inhibition de la
traduction.

Une fois activé, RISC est guidé par I’ARNi vers I’ARNm auquel il se fixe. Les
premiers travaux semblaient indiquer qu’il existait une différence fondamentale dans le mode
d’action entre les siARN et les miARN et qui résidait dans la force de la liaison du fragment a
I’ARNm cible. En effet, contrairement a la liaison des siARN sur leur séquence cible, la
liaison du miARN est considérait comme imparfaite en formant des zones de
mésappariement. Ceci eu pour conséquence de mettre en évidence deux mécanismes d’action

différents. Dans le cas des siARN, il y a destruction de I'ARNm ; le siARN est fixé par RISC
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sur une région codante de I’ARNm cible. La fixation des miARN sur ’ARNm se fait de
maniére imparfaite sur une région 3’ non codante, donc cela a pour conséquence de bloquer la
traduction du geéne et d‘empécher la synthése de la protéine correspondante. A 1’heure
actuelle, on estime que les miARN et les siARN semblent pouvoir jouer les mémes roles, et
seules la qualit¢ de I’appariement entre le petit ARN et sa séquence cible déterminerait le
mode de répression : si la complémentarité est parfaite, I’ARN cible est clivé par ARNi, et si
elle est imparfaite, sa traduction est inhibée (Hutvagner et coll., 2002 ; Zeng et coll., 2003)
(Figure 27).

Précurseur en
 — forme de boucle
Dicer Dicer
iy SiARN miARN i
RISC-like
complex
5' w g1
AABAA, mAREN ___TIEEQELAAAAA
o Région codante . 3" UTR v : Région cocante . 3" UTR
Dégradation Inhibitien de la traduction
du mARN du mARN en protéine

Figure 27: Comparaison des mécanismes d‘action des siARN et des miARN. Le siARN
généré par 1‘action de 1‘enzyme Dicer se lie, par 1‘intermédiaire du complexe RISC, sur une région codante d‘un
ARN messager. La parfaite complémentarité de séquence entre le siARN et 1°ARN messager provoque la
dégradation de ce dernier. Le miARN est généré a partir d‘un précurseur en forme d‘épingle a cheveux par
I‘enzyme Dicer. Il est reconnu par un complexe qui ressemble au complexe RISC. Celui-ci provoque la liaison
du miARN au niveau des régions 3 non codantes d‘un ARN messager. La liaison imparfaite du miARN au
niveau du messager provoque son inhibition post-transcriptionnelle et empéche la synthése de la protéine
correspondante.

Ainsi, ’appariement entre ARNm et siARN ou miRNA entraine la formation
d’ARN double brin ce qui déclenche en retour le systeme de défense naturel de la cellule
contre les virus car ceux-ci présentent fréquemment ce type de structure. Cela peut donc
présenter également un intérét pour lutter contre les virus. L’endonucléase du complexe RISC
clive alors ’ARNm. L*‘ARNm étant détruit, la protéine normalement traduite a partir de cet
ARN ne peut plus étre synthétisée. Soit la molécule hybride ARNm/miARN ou siARN est de
complémentarité imparfaite et associée au complexe RISC va engendrer I’inhibition de la

traduction du geéne (Figure 28).
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Figure 28: Fonctionnement classique de la machinerie de ’ARN interférence. L’ARN
double brin est reconnu et clivé par Dicer en siARN et miARN. Ces petits ARN se lient ensuite a RISC formant
ainsi un complexe, activé par de I’ATP, qui se lic a I’ARNm cible.

I1 existe des similitudes importantes dans le mécanisme d‘action des siARN et
des miARN. Ainsi, il est possible que 1°ARNi soit la voie ancestrale visant a controler les
pathogenes qui aurait évolué vers le mécanisme des miARN pour controler les propres geénes
de la cellule. Empécher la traduction de I'ARNm plutdét que le détruire pourrait étre un
meilleur moyen d‘en moduler 1‘expression. Ainsi la phase effectrice se termine. Quelque soit
la méthode employée (siARN ou miARN), le résultat final reste le méme : I’expression d’une

protéine est inhibée (Doench et coll., 2003).

V1.3.3. Etape d’amplification.

L’inhibition de I’expression de protéine par le phénoméne d’ARNi ne semble
exiger qu’une trés faible quantité initiale d’ARNdb. On suppose donc qu’il y a une étape
d’amplification dans le phénomene d’ARN interférence du moins chez les nématodes, les
plantes et les champignons. RARP (RNA-directed RNA polymerase) est une polymérase qui
intervient dans le phénoméne de transitivit¢ de 1I’ARNi pour augmenter 1’efficacité
d’interférence de I’ARN (Stein et coll., 2003). I a été démontré que, chez C. elegans, I’ARNi
implique la production de deux populations de siARN par I’intervention de RdARP (Sijen et
coll., 2001). Le premier groupe de siARN (siARN primaires) provient de I’ARNdb
initialement injecté et permet de rendre silencieuses des régions d’ARNm particuliéres par
complémentation de séquence. La liaison siARN/ARNm cible induit le clivage de I’ARNm et
produit alors une structure servant de signal a RARP afin d’initier la synthése de siARN

secondaires. Ces siARN secondaires ont une séquence et une structure caractéristiques des
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ARNSs synthétisés par RARP ; ce sont des ARN anti-sens de I’ARNm clivé. Ils sont
synthétisés par RARP a partir de D’extrémité 3°’OH du siARN primaire anti-sens servant
d’amorce sur ’ARNm cible (Nishikura, 2001; Sijen et coll., 2001). Le résultat de cette
réaction est la formation d’un nouvel ARNdb. Ce dernier est alors utilisé comme substrat par
Dicer. Ce modele dit de « PCR dégénérative » aboutit a une amplification du signal siARN
(Figure 29). Ces siARN secondaires correspondant aux régions de transcrit en amont de la
cible initiale peuvent aussi rendre silencieux les ARNm de séquence complémentaire a la leur,
pour augmenter la réponse. On pense que les ARNdb primaires sont initialement reconnus de
manicre différente par rapport a la reconnaissance des ARNdb secondaires, produits par
RdRP. L’amplification exponentielle du nombre de siARN permet des réponses plus sensibles

et plus sélectives (Roignant et coll., 2003).
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Figure 29: Amplification des siARN griace a RARP. Deux différentes voies impliquées

dans le phénomeéne d’ARNi. A partir du ARNdb injecté, Dicer forme des siARN primaires. Ces fragments
se lient ensuite a RISC pour aller reconnaitre I’ARNm cible. A partir de 13, soit on empreinte la voie classique
aboutissant a la dégradation de I’ARNm, soit RARP synthétise un nouveau brin qui sera par la suite clivé par
Dicer, on obtient alors les siARN secondaire ; il y a une amplification du nombre de siARN dans la cellule. Et
ainsi la boucle se referme.
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L’absence d’homologue de RdARP chez la Drosophile et les Mammiféres suggere
soit que d’autres enzymes sont utilisées pour 1’amplification, soit que le nombre de siARN
primaires est suffisant pour produire une réponse efficace (Sijen et coll., 2001). On pense dans
tous les cas que d’autres mécanismes d’amplification interviennent pour le phénoméne

d’ARNI.
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But du travail

Au sein de notre laboratoire, différentes équipes ont montré que des peptides issus
de la dégradation de macroprotéines de la matrice extracellulaire possédent un certain nombre
de propriétés biologiques sur différents types cellulaires, d’ ou leurs noms de Matrikines.
Parmi ces Matrikines, on peut citer le peptide issu du domaine non collagénique 1 (NC1) de la
chaine a3 du collagene de type IV ou plus récemment celui du collagéne XIX, dont des
propriétes anti tumorales et anti angiogéniques ont ét¢ démontrées, mais aussi les peptides
issus de la fragmentation de 1’¢lastine contenant la séquence VGVAPG dénommés
¢lastokines, qui ont été particulierement étudiés dans notre laboratoire notamment sur les
fibroblastes, ou ils induisent la prolifération et une augmentation de la sécretion de la
collagénase MMP-1 et sur les cellules de mélanomes et de fibrosarcomes HT-1080, ot ils
induisent 1I’expression et 1’activation de MT1-MMP et proMMP-2. L’activité de ces peptides
nécessite une conformation en coude [ de type VIII et sont médiés par le récepteur a
I’élastine, S-Gal.

Cependant, les effets de ces ¢lastokines ainsi que la signalisation induite par ces
peptides n’ont jamais été etudiés de fagon approfondie dans le processus de néoangiogenese et
en particulier sur les cellules endothéliales, or ces derniéres sont indispensables a la
progression tumorale et la dissémination métastatique.

Les résultats précédemment obtenus dans notre laboratoire et ceux rapportés dans
la littérature, évoquant un role des peptides d’¢lastine sur la vasodilatation de I’endothélium,
nous a incité a étudier 1’effet des élastokines issus de la dégradation de 1’élastine dans des
modeles invivo et invitro d’ angiogenése, a développer des outils thérapeutiques basés sur
I’utilisation d> ARN interférents dans le but d’invalider les effets déléteres de ces peptides sur
I’invasion tumorale, et de déterminer les voies de signalisation impliquées dans la régulation

de I’angiogenése par les peptides d’¢lastine.
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I. Matériel.

I.1. kappa-élastine.

L'¢lastine fibreuse insoluble extraite du ligament de la nuque de boeuf peut étre
solubilisée par la potasse en milieu éthanolique ; cette méthode d'hydrolyse génére des
peptides d'¢lastine solubles en milieu aqueux appelés kappa-¢lastine (Ke). Le ligament (1 g)
est mis en solution dans 100 mL d'un mélange éthanol-eau 80/20 (v/v) contenant de la potasse
1 M. Le mélange est agité pendant 1 heure a 37°C. Cette température favorise la solubilisation
de I'¢lastine. Le surnageant est récupéré par centrifugation (10 min / 12 500 g / 4°C). Le culot
d'¢lastine fibreuse non hydrolysée est soumis a un nouveau cycle d'hydrolyse organo-alcaline
avec une nouvelle solution éthanol-eau 80/20 (v/v) contenant de la potasse 1 M. Toutes les
heures, le surnageant obtenu est neutralisé par de l'acide perchlorique puis décanté pendant la
nuit a 4°C. Apres centrifugation, les sels de perchlorate formés qui ont sédimenté au fond du
tube sont ¢liminés. Le surnageant contenant la Ke est dialysé contre de I'eau distillée puis
lyophilisé. Les peptides ainsi générés présentent une grande hétérogénéité de masse
moléculaire. Ils sont fractionnés en fonction de leur masse moléculaire par chromatographie
d'exclusion-diffusion (gel de Séphadex G-100). La fraction homogeéne majoritaire de masse

moléculaire de 75 kDa a été retenue pour nos différentes expérimentations.

I.2. Le peptide (VGVAPG) ;.

Le peptide synthétique VGVAPG répété¢ 3 fois a été synthétis€ en utilisant la
stratégie de protection Fmoc. Cette synthése a été réalisée par la société NEOSYSTEM
(Strasbourg).

I.3. Inhibiteurs des voies de signalisation.
1.3.1. U0126, inhibiteur de MEK 1/2.

Le U0126 (Cell Signaling) est un inhibiteur spécifique de MEKI et MEK2. Cet
inhibiteur entre en compétition avec le site de liaison a I'ATP de ces kinases et les inhibe de
manicre allostérique. U0126 a un IC 50 vis a vis de MEK 1 de 72 nM et de 58 nM vis a vis de
MEK 2 (English et Cobb, 2002). 1l inhibe la phosphorylation de Erk 1/2 (Figure 30).
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Figure 30: Structure chimique du U0126.
1,4-diamino-2,3-dicyano-1,4-bis (2-aminophenylthio)butadiéne.
1.3.2. LY294002, inhibiteur de la PI;Kinase.

Le LY294002 (Cell Signaling) est un inhibiteur spécifique de PI;Kinase. Il inhibe
de fagon compétitive la liaison de I'ATP sur la sous-unité catalytique p110 des PI;Kinase de
classe I4, Ig et II (Vlahos et coll., 1994). Contrairement a la wortmannine, un autre inhibiteur
de la PI;Kinase, le LY294002 est stable en culture et n'a pas d'action sur les PI;Kinase de
classe III (Powis et coll., 1994 ; Stein et coll., 2000) (Figure 31).

Figure 31: Structure chimique du LY294002.
2-(4-Morpholinyl)-8-phenyl-4H-1-benzopyran-4-one.

1.3.3. H-89 et KT-5720, inhibiteur de PKA.
e H-89. inhibiteur de PKA.

Cet inhibiteur spécifique des PKA agit é¢galement de maniére compétitive vis a vis
de la liaison de P-ATP a son site de liaison. L'IC 50 de cet inhibiteur est de 48 nM (Chijiwa et

coll., 1990). H-89 nous a été fournis par la société Calbiochem (Figure 32).



Figure 32: Structure chimique du H-89.

Br N-(2-((p-Bromocinnamyl)amino)ethyl)-5- isoquinoline sulfonamide.

o KT-5720.
Cet inhibiteur spécifique des PKA agit de maniére compétitive vis a vis de la
liaison de P-ATP a son site de liaison (K; = 56 nM) (Kase H. et coll., 1987). KT-5720 nous a

¢été fourni par la société Calbiochem (Figure 33).

HO
CH4(CH,J500CH-

Figure 33: Structure chimique du KT-5720.
(2,3,9,10,11,12-hexahydro-10-hydroxy-9-methyl-1-0x0-9,12-epoxy-1H-diindolo(1,2,3-fg:3 ,2 ,1 -
kl)pyrrolo(3,4 1)(1,6)benzodiazocine-10-carboxylicacid hexyl ester)
1.3.4. F-3325 et L-NIO, Inhibiteur de NO synthase.

e F-3325. inhibiteur a spectre large de NO synthase.

Inhibiteur a spectre large des NO synthase. Entre en compétition avec le substrat
naturel (la lysine) et détourne ainsi I’enzyme de ce dernier. Il posséde un IC 50 de 3,3 uM vis-
a-vis de iNOS (souris), 92 uM pour nNOS (rat) (Moore et coll., 1994). Il inhibe surtout iNOS

mais a la concentration a laquelle nous 1’avons utilisé, il peut inhiber eNOS (Figure 34).
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Figure 34: Structure chimique du F-3325.

N-(5-Amino-5-carboxypentyl)-acetamidine.

e L-NIO, inhibiteur de eNOS.
Inhibiteur non sélectif des NOS possédant un IC 50 de 3,9 uM pour eNOS (cellule

endothéliale bovine) et iNOS (souris), entre en compétition avec le substrat naturel de

I’enzyme (L-arginine) (Rees DD., et coll., 1990) (Figure 35).

NH
H C’J\NWCDDH
T H H® N H,

Figure 35: Structure chimique du L-NIO.

N°-(1-iminoethyl)-ornithine.

I.4. Activateur de la voie PKG/MEK 1,2/ERK1/2.

1.4.1. DEA-NQate, donneur chimique de NO.
Le DEA-NOate (Calbiochem Cat. N° 292500) est un donneur de NO, c'est-a-dire
qu’au sein de la cellule ce dernier va se décomposer spontanément en solution selon une
cinétique du premier ordre qui ne dépend donc que du pH et de la nature de I’amine (Wink

DA et coll., 1993) (Figure 36).

CHs HD . f,r—CH3
< N Haf
N—N >
He— o HeC

Figure 36: Structure chimique du DEA-NQate.

2-(N,N-diethylamino)-diazenolate-2-oxide diethylammonium.
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1.4.2. 8-bromo-cGMP, analogue du GMPc.
Le 8 Br-cGMP (Calbiochem Cat N° 203820) est un analogue perméable du
GMPec, il est plus résistant a la phosphodiestérase que le GMPc. Il active préférentiellement la

Protéine Kinase G (PKG) (Figure 37).
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Figure 37: Structure chimique du 8 Br-cGMP.

1.5. Liste des Anticorps utilisés.

Anticorps Caractéristiques

Anticorps polyclonal de lapin produit par
immunisation avec un peptide synthétique
Anti-phospho Erk1/2 (T202/Y204) (WB) | phospho  T202/Y204  correspondant aux
résidus trouvés a proximité de T202/Y204 de
Erk1/2 humaines (Cell Signaling réf. 9101,
distribué par Ozyme). Détecte les formes
actives d’Erk1 et Erk2.

Anticorps polyclonal de lapin produit par
immunisation avec un peptide synthétique
Anti-phospho p38 (T180/Y182) (WB) phospho T180/Y182 correspondant aux
résidus trouvés a proximité de T180/Y 182 de
p38 humaine (Cell Signaling, réf. 9211).
Détecte les formes actives de p38.

Anticorps polyclonal de lapin produit par
Anti-phospho Raf-1 (S338) (WB) immunisation avec un phospho-peptide
synthétique sur correspondant aux résidus
trouvés a proximité de S338 de Raf-1
humaine (Cell Signaling, réf. 9121).

Anticorps polyclonal de lapin produit par
Anti-Erk1/2 (WB) in’n.nu’nisation’avec un’peptide synthé’tique
dérivé de la séquence d’Erk2 de rat. Détecte
les formes totales d’Erk1/2 (Cell Signaling,
réf. 9102).
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Anticorps polyclonal produit au laboratoire
par immunisation dun lapin avec les
Anti-p85 (IP) protéines recombinantes correspondantes aux
domaines SH2 N- et C- terminaux de la sous-
unité p85 de la PI3-Kinase fusionnée a une
GST.

Anticorps polyclonal de lapin produit par
Anti-p110y (WB et IP) immunisation avec un pept.ide synthétique
correspondant aux acides aminés 331-530 de
la. pll0 vy  humaine (Santa-Cruz
Biotechnology, réf. sc-7177).

Anticorps monoclonal dérivé de I'hybridome
12CAS produit par la fusion de cellules de
myélomes murines avec des splénocytes
Anti-HA (IP) d'une souris immunisée avec un peptide
YPDYVPDYA dérivé de la protéine
hémagluttinine du virus Influenza humain.
(Molecular Biochemicals réf. 1 666 606,
Meylan, France).

Anticorps polyclonal de lapin produit par
immunisation avec un peptide synthétique
Anti-Phospho Akt (S473) (WB) (couplé & KLH) correspondant aux acides
aminés situé autour de la serine 473 d’Akt
murine. (Cell signaling, réf. 927185).

Anticorps polyclonal de lapin produit par
immunisation avec un peptide synthétique
Anti-Akt (WB) (couplé a KLH) correspondant aux acides
amingés situés en C-terminale de la séquence
d’ Akt murine. (Cell signaling, réf. 9272).

Anticorps monoclonal dérivé de I'hybridome
résultant de la fusion de cellules de
my¢lomes murines avec des cellules B de

Anti-p38 (WB) . ) . .
souris immunisées avec la  protéine
recombinante  p38  (R&Dsystems, réf
MABS869).

Anticorps polyclonal de lapin produit par
immunisation avec un peptide synthétique
Anti MT1-MMP (WB) correspondant aux acides aminés 160-173 de
la MT1-MMP humaine. (Calbiochem, réf.
PC94L)
Anti-IgG de lapin couplé a la péroxydase | Anticorps secondaire permettant la détection
(WB) en ECL (Cell Signaling, réf. 7074).
Anti-IgG de souris coupl¢ a la péroxydase Anticorps secondaire permettant la détection
(WB) en ECL (Amersham Biosciences réf.

NA931).
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I1. Méthodes.

II.1 Culture cellulaire.

I1.1.1 Lignées utilisées.

I1.1.1.1. Cellules endothéliales humaines issues de veine ombilicale (HUVECS).

Nous nous sommes procurés les cellules endothéliales humaines via la société
PromoCell. Les cellules sont isolées selon les protocoles standard a partir de tissu humains
normaux. Les cellules sont conditionnées en flacon de 25 cm? contenant 500 000 cellules. A
la réception, le milieu de culture est remplacé par 10 mL de milieu de base (L-glutamine,
NaHCOs;, antibiotiques) pour les cellules endothéliales, supplémenté avec 0,4 % (v/v) de
facteurs de croissance épidermique (EGF), 1 ug/mL d'hydrocortisone, 1 ng/mL de facteur de
croissance fibroblastique basique (FGFb), 50 ng/mL d'amphotéricine B et 50 pg/mL de
gentamicine (milieu EGM). Apres 12 a 48 heures d'incubation a 37°C sous atmosphere
humide et en présence de 5 % (v/v) de CO,, la subconfluence des cellules est observée :
environ 80% de la surface de la boite de culture est occupée par les cellules. Celles-ci sont
alors trypsinisées, divisées en deux lots et remises en culture selon les instructions du
fabriquant. Une boite de culture contenant du milieu EGM (200 pl/cm?) est placée 30 minutes
a 37°C sous atmospheére humide et en présence de 5 % (v/v) de CO,. Les cellules sont ensuite
rincées a 1'aide d'une solution saline tamponnée par I'Hépes (HBSS) (constitué d'un tampon
Hépes 10 mM, KH,PO4 1,47 mM, Na,HPO,4 8,1 mM, KCI 2,67 mM, NaCl 128 mM pH 7,2) et
détachées par addition d'une solution de trypsine a 0,004 % (v/v) et EDTA a 0,03 % (p/v)
dans le tampon HBSS (100 ul/cm?). Le détachement des cellules est suivi par observation
sous microscope. Lorsque environ la moiti¢ des cellules s'est détachée, la boite de culture est
délicatement agitée afin de détacher toutes les cellules. Le temps total de trypsinisation ne
dois pas dépasser plus de 10 minutes. L'action de la trypsine est stoppée par addition d'une
solution neutralisant la trypsine ou TNS (albumine sérique bovine, 0,1 % (p/v), inhibiteur de
trypsine de soja, 0,05 % (p/v) dans le tampon HBSS, 100 uL/cm?). Le surnageant est éliminé
et le culot de cellules est remis en suspension dans 2 mL de milieu EGM. Un mL de cette
suspension cellulaire est ensuite distribué dans les boites de culture préalablement placées a
37°C. Les cellules sont observées apres 24 heures d'incubation ; au moins 80% des cellules
doivent avoir adhérées. Le milieu de culture est alors remplacé par du milieu frais. Il est
ensuite changé tous les deux jours jusqu'a subconfluence des cellules. Les cellules HUVECs

sont utilisées entre le premier et le dixiéme passage.
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I1.1.1.2. Cellules endothéliales humaines issues de la microvasculature (HMECsS).

La lignée de cellules HMECs (Human microvascular endothelial cells-1) a été
fournie par le Dr. Ades (Centers for Disease Control and Prevention, Atlanta, GA). Les
cellules HMECs sont représentatives de la microvasculature du derme et ont des propriétés
similaires aux cellules issues de la culture primaire. Le milieu de culture contient 0,4 % (v/v)
d’une solution supplémentée en facteur de croissance et d'héparine (ECGS/H), 5 % (v/v) de
SVF, 10 ng/mL d'hydrocortisone, 50 ng/mL d'amphotericine et 50 ng/mL de gentamicine. Les
conditions de culture sont identiques a celles des HUVECs. Les cellules HMECs sont utilisées

entre le 25°™ et le 80°™ passage.

I1.1.1.3. Lignée HT1080.
La lignée de cellules HT-1080 a été obtenue a partir de cellules humaines issues
d'un fibrosarcome d'un male caucasien de 35 ans (Rasheed et coll., 1974). Le patient est
décédé 3 mois plus tard sans avoir subi de chimiothérapie ou de radiothérapie. EX vivo, ces

cellules HT-1080 ont un fort pouvoir tumorigene.

I1.1.2. Obtention de sous-cultures par trypsinisation.

Quand les cellules atteignent un état de confluence, elles sont soumises a une étape
de trypsinisation afin d’obtenir un doublement de la population ce qui correspond a un
« passage ». Elles sont rincées dans du PBS (phosphate ; 138 mM NacCl ; 2,7 mM KCIl pH
7,4) puis détachées du flacon de culture par incubation pendant 5 minutes a 37°C en présence
de trypsine (0,05 % (p/v)). Pour stopper l'action de la trypsine, du milieu a 10 % (v/v) de SVF
est ajouté. Les cellules sont centrifugées a 1000 g pendant 5 min puis diluées dans du milieu
contenant 10 % de SVF. Apreés numération des cellules grace a une cellule de Thomas, le
nombre de cellules désiré est ensemencé dans les flasques ou plaques de cultures adéquats.
Toutes les cultures cellulaires sont effectuées a 37°C sous atmosphere humide a 5 % de CO,,

Dans le cas des cultures d'entretien, le milieu est changé tous les 2 jours.

I1.1.3. Mise au repos des cellules.

La mise au repos correspond a une privation en facteurs de croissance permettant
d'une part que les voies de signalisation induites par ces derniers ne soient plus activées et
d'autre part de synchroniser les cellules au méme stade du cycle cellulaire, afin que celles-ci
répondent de manicre coordonnée a une stimulation par un agoniste. Les cellules cultivés dans
les conditions précédemment décrites et ayant atteint un taux de confluence d'environ 90 %,

sont lavés deux fois avec du PBS stérile (pH 7,4) thermostaté a 37°C afin d'éliminer le SVF
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résiduel. Les cellules sont ensuite mises en présence de milieu en absence de SVF et de

facteurs de croissance, pendant 18 heures a 37°C sous atmosphére humide a 5 % de CO0,.

I1.1.4. Stimulation des cellules.

Apres la mise au repos, les cellules sont lavées une fois avec du PBS stérile (pH
7,4) thermostaté a 37°C. Dans le cas de l'utilisation d'inhibiteurs chimiques des voies de
signalisation, les cellules sont préincubées de 1 heure a 3 heures en fonction de I'inhibiteur
dans du milieu avant leur stimulation par les effecteurs. Les cellules sont ensuite stimulées
pendant différents temps en présence de 1 pg/mL de kappa-¢lastine (Ke) ou de peptide
synthétique (VGVAPGQG);. La réaction est stoppée par ajout de PBS glacé contenant 50 pM
d'orthovanadate de sodium (Na3VOy), un inhibiteur de protéine tyrosylphosphatase (Gordon,
1991).

I1.1.5. Formation de pseudo tubes par les cellules endothéliales cultivées sur un gel
épais de matrigel.

Les cellules endothéliales cultivées sur un gel épais de Matrigel (Biosciences)
(équivalent de la membrane basale) forment spontanément des structures en pseudotube
(Cockerill et coll., 1995). Ces structures sont comparables a des capillaires sanguins mais sont
non fonctionnels. Cette propriété est utilisée pour étudier les phénomeénes de formation de
nouveaux vaisseaux ou angiogenese. 250 pL par puit d'une solution de Matrigel a 10 mg/mL
sont déposés stérilement dans une plaque 24 puits. La formation du gel de Matrigel est
obtenue par incubation de la plaque pendant 30 minutes a 37°C. Une culture de cellules
endothéliales a sub-confluence est détachée de son support par addition de trypsine. Apres
neutralisation de la trypsine et centrifugation pendant 4 minutes a 220 g, elles sont remises en
suspension dans le milieu EGM et amenées a une concentration de 300 000 cellules/mL apres
numération sous microscope a l'aide d'une cellules de Thomas. 100 puL de cette suspension
cellulaire (soit environ 50 000 cellules) est déposée a la surface du gel de Matrigel. Apres
incubation pendant 30 minutes a 37°C sous atmosphére humide et en présence de 5 % (v/v) de
CO,, pour permettre 1'adhésion des cellules a la surface du Matrigel, 500 pL de milieu de
culture contenant, ou pas, les différents effecteurs sont ajoutés. Aprés 4 et 14 heures
d'incubation pour les HUVEC:s et 24 heures pour les HMECs, la formation de pseudotubes est
suivie par observation sous microscope et photographi¢e a l'aide d'un appareil photo
numérique SONY DKC CM-30. La formation des pseudotubes est déterminée selon une
méthode semi-quantitative décrite par Steenstrup (Steenstrup et coll., 2000), et que nous
avons adaptée a nos besoins. A l'aide des fonctions de retouche d'image du logiciel Adobe

Photoshop, les photos numériques obtenues sont transformées en noir et blanc. Les
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pseudotubes apparaissent en noir sur un fond blanc. La couleur noire est sélectionnée et le
nombre de pixels noirs par rapport au nombre de pixels total est déterminé. Toutes les photos
ayant été prises au méme grossissement, le nombre de pixels noirs est donc proportionnel a la

longueur des pseudotubes formés. La quantification a été réalisée sur 10 champs.

I1.2. Techniques d’analyses des protéines.

I1.2.1. Extraction des protéines a I’aide du tampon RIPA.

Les cellules a confluence sont rincées deux fois a l'aide d'un tampon PBS a 4°C.
L'ensemble des étapes suivantes est effectué¢ a 4°C afin d'éviter tout phénomene de
dénaturation et d'inhiber les protéases qui pourraient dégrader ces derniéres. Les cellules sont
alors recueillies par grattage dans le tampon PBS. La suspension cellulaire ainsi obtenue est
centrifugée pendant 5 minutes a 200 g. Le culot cellulaire est alors repris par un tampon RIPA
(HCI 50 mM, NaCl 150 mM, Nonidet-P40 1 % (v/v), Triton X-100 1 % (v/v), déoxycholate
de sodium (p/v), SDS 0,1 % (p/v), iodoacétamine 5 mM, PMSF 1 mM, pH 7,4), 250 uL de
RIPA sont utilis¢é pour un puit d'une plaque 6 puits. Afin de solubiliser les protéines
membranaires, la suspension cellulaire est soumise a 5 aspirations successives au travers
d'une aiguille de 21 G (Gauge) et ensuite incubée pendant 15 minutes. Apres centrifugation a
12 500 g pendant 5 minutes, le surnageant est récupéré et son contenu en protéine est

déterminé selon la méthode de Lowry ou de Bradford selon les cas.

I1.2.2. Dosage des protéines.

11.2.2.1. Dosage par la méthode de Lowry (Lowry et coll., 1951).

Cette technique de dosage de protéines a été adaptée pour limiter au maximum le
volume de la prise d’essai. Elle n’a pu étre réalisée qu’en absence de détergent dans
I’échantillon (SDS, Triton X-100,...). Le réactif de dosage est préparé extemporanément a
partir de 3 solutions : A (Na,CO;3; 2 % (m/v) dans NaOH 0,1 M), B (tartrate de sodium et
potassium 2 % (m/v)) et C (CuSO4 et SHO 1 % (m/v)). Les échantillons sont agités au
Vortex et centrifugés 2 minutes a 10 000 g afin d’éliminer toutes particules en suspension. Par
la suite, 20 pL d’échantillons sont mélangés a 68 pL de réactif de dosage (4,9 mL de solution
A, 0,005 mL de la solution B et 0,05 mL de la solution C) et 10 uL. d’une solution de réactif
de Folin-Ciocalteu de phénol 60 % (v/v). Les tubes sont agités au vortex puis incubés 30
minutes a température ambiante a I’abri de la lumiére. L’intensité de la coloration obtenue est

évaluée par mesure de I’absorbance a 750 nm a 1’aide d’un spectrophotometre. Parallélement,
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une droite d’étalonnage est réalisée a I’aide d’une solution d’albumine bovine (de 0 a 1

mg/mL). Les concentrations de protéines sont exprimées en mg/mL.

11.2.2.2. Dosage des protéines par la méthode de Bradford (Bradford, 1976).

Cette technique est basée sur le principe de la variation de couleur du bleu de
Coomassie G-250 par I’interaction avec différentes concentrations de protéines. On mélange
10 puL d’échantillon avec 790 puL d’eau distillée et 200 pL de réactif « Bio-Rad Protein
Assay ». On agite vigoureusement et on incube 15 minutes a température ambiante, on
mesure alors 1’absorbance a 595 nm. On réalise en parall¢le, et dans les mémes conditions,
une gamme d’étalonnage avec une solution d’albumine bovine permettant ainsi de déterminer

la concentration en protéines de nos échantillons.

I1.2.3. Electrophorése en gel de polyacrylamide en présence de dodécyl sulfate de
sodium.

Les protéines sont séparées en fonction de leur masse moléculaire apparente par
¢lectrophorese en gel de polyacrylamide en présence de dodécyl sulfate de sodium (SDS-
PAGE) selon la méthode décrite par Laemmli (Laemmli, 1970). Les échantillons sont mis en
suspension dans le tampon d'échantillon (Tris-HCI 62,5 mM, SDS 2 % (p/v), glycérol 5 %
(v/v), bleu de bromophénol 0,001 % (p/v) pH 6,8), ils sont ensuite réduits en présence de 0,1
% mM de DTT ou de B-mercaptoéthanol. Un gel de polyacrylamide a 10 % ou 5 % (p/v)
(selon la masse moléculaire des protéines a séparer) est préparé (Tris-HCI 0,375 M, SDS 0,1
% (p/v), APS (persulfate d’ammonium) 0,05 % (p/v), TEMED (N,N,N’,N’-Tetre-
méthylénediamine) 0,05 % (p/v), pH 8.,8). Les échantillons ainsi que des témoins de masse
moléculaire sont déposés en parallele. Le gel est alors soumis a un courant d'une intensité de
10 mA pendant 30 minutes puis 20 mA pendant 1 heure 30 permettant respectivement la
concentration et la migration des échantillons (tampon de migration : Tris 25 mM, SDS 0,1 %
(p/v), glycocolle 192 mM pH 8,3). Apres migration, le gel est démoulé, les protéines
présentes dans le gel peuvent étre soit colorés au bleu de Coomassie R-250 (0,025 % (p/v))

soit étre électrotransférées sur membranes de nitrocellulose puis immunorévélées.

I1.2.4. Electrotransfert et Immuno-révélation des protéines.
Les protéines séparées par SDS-PAGE peuvent étre révélées par la technique de
Western Blot selon la méthode décrite par Towbin (Towbin et coll., 1979). Aprés migration,
le gel d'¢électrophorese est équilibré 20 minutes dans le tampon de transfert (Tris 48 mM,
Glycocolle 39 mM, méthanol 20 % (v/v) pH 8,2). Les protéines sont alors électrotransférées

sous une tension de 15 Volt pendant 1 heure a température ambiante sur une membrane de
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polyvinyldifluorate (PVDF) Immobilon-P. La mise au contact du gel est réalisée a l'aide du
systeme Trans Blot Cell de Bio-Rad et se déroule durant 45 minutes. Apres électrotransfert, la
membrane est rincée avec le tampon TBS-T (Tris-HC1 50 mM, NaCl 150 mM, Tween 20 0,05
% (v/v) pH 7,6). Le gel est ensuite color¢ a l'aide d'une solution de bleu de Coomassie R-250
afin de vérifier que la migration et le transfert des protéines ont bien eu lieu. La membrane est
incubée pendant 1 heure en présence de TBS-T + 5 % (p/v) de lait déshydraté sous agitation
en vue de saturer les sites de liaisons non spécifiques. La membrane est ensuite mise en
présence du premier anticorps pendant 2 heures a température ambiante (ou une nuit a 4°C)
puis en présence de l'anticorps secondaire couplé a la phosphatase alcaline ou a la peroxydase.
Entre chaque incubation, la membrane est lavée une fois 10 minutes puis 3 fois 5 minutes
avec le tampon TBS-T. La présence de la phosphatase alcaline est révélée par incubation de la
membrane pendant 10 minutes a l'aide d'un substrat chromogéne spécifique : le 5-bromo-4-
chloro-3-indolyl phosphate et le nitro bleu de tétrazolium (BCIP/NBT) (Sigma Fast). Apres
révélation, la membrane est rincée dans de I'eau distillée, séchée puis photographiée.
L’activité peroxydase est révélée a l'aide d'un kit de détection par chimioluminescence
(ECL™ Westren Blotting detection reagent) sur un film de photographie (Hyperfilm™ ECL).
Lorsque cela est nécessaire, les anticorps sont découplés de la membrane par incubation a
55°C pendant 30 min dans une solution composée de 62,5 mM Tris/HCI pH 6,7 ; 2 % SDS
(p/v) et 100 mM B-mercaptoéthanol. 5 lavages de 1 heure avec du TBS-T contenant 0,02 %
NaNj (v/v) permettent d’éliminer le f-mercaptoéthanol. La membrane est ensuite saturée avec

la solution de blocage et incubée avec les anticorps selon le protocole décrit précédemment.

I1.2.5. L immunoprécipitation.

Aprées stimulation et arrét de la réaction, les cellules sont lavées une fois avec du
PBS a 4°C contenant 50 uM Na3;VO4, récupérées par grattage dans le méme tampon puis
centrifugées a 375 g/ 10 min / 4°C. Les cellules sont alors lysées pendant 15 min a 4°C avec
250 pL de tampon de lyse 1 % (1 % (v/v) Brij 98 (Sigma) ; 10 mM Tris/HCI pH 7,4 ; 150
mM NaCI ; 5 mM EDTA ; 10 % glycérol (v/v)) contenant le mélange d'inhibiteurs de
protéases précédemment cité et 1 mM NazVO,. Le matériel insoluble est éliminé par
centrifugation (20 000 g / 20 min / 4°C). Les concentrations protéiques des surnageants sont
déterminées a l'aidede la technique de Bradford, et des aliquotes de concentration en protéines
identiques sont incubées avec une quantité adéquate d'anticorps spécifiques pendant 1 heure a
4°C. Les complexes antigéne-anticorps ainsi formés sont récupérés précipités par incubation
avec 40 uL de protéine G couplées a des billes de sépharose pendant une heure sous agitation
rotative. Les complexes protéine G-antigéne-anticorps sont alors lavés une fois avec du

tampon de lyse 1 %, puis trois fois avec du tampon de lyse 0,1 % (0,1 % (v/v) Brij 98 ; 10
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mM Tris/HCI pH 7,4 ; 150 mM NaCL ; 5 mM EDTA ; 10 % (v/v) glycérol ; 1 mM NasVO4).
L'utilisation de Brij 98, détergeant ionique doux, permet de maintenir les liaisons
intermoléculaires, et ainsi de co-immunoprécipiter les protéines liées a la protéine cible de
'anticorps utilisé. Les protéines immunoprécipitées sont solubilisées dans du tampon
échantillon 5 X puis portées a ébullition 5 min. Apres centrifugation (10 000 g/ 1 min / 4°C),

les protéines présentes dans le surnageant sont conservées a -80°C avant analyse.

I1.2.6. Test d'activité PI;Kinase.

Les cellules (8.10%) sont traitées comme décrit précédemment (IL2.5.) et une
quantité égale de protéines est incubée avec 10 pL d'anticorps anti-p85 préparés dans notre
laboratoire ou 2,5 pg d'anti-p110y. Les complexes protéine G-antigéne-anticorps sont alors
lavés une fois avec du tampon de lyse 1 %, deux fois avec du tampon de lyse 0,1 % ((0,1 %
Brij 98 (v/v), 10 mM Tris/HCI pH 7,4 ; 150 mM NaCl ; 5 mM EDTA ; 10 % (v/v) glycérol, 1
mM Na3VO,)) et enfin deux fois avec du tampon d'activité PI;Kinase (100 mM NacCl ; 50
mM MgCl, ; 25 mM Hépés ; 200 uM adénosine ; pH 7,4). Un volume d'une solution de
phosphatidylinositol (PI) (10 mg/ml) est mélangé avec un volume de solution de PS (10
mg/ml) puis sont évaporés sous N,. 500 pL d'une solution d'ATP (2,5 uM) préparée
extemporanément dans le tampon PIsKinase sont ensuite ajoutés au mélange PI et PS évaporé.
Ce mélange est ensuite soumis a sonication trois fois 10 secondes dans la glace afin de former
des micelles PI-PS. Sur le culot de complexes protéine G-antigéne-anticorps, 70 pL de
solution de micelles additionné de 10 pCi ATP (y-°P) (Amersham Biosciences, Saclay,
France) sont ajoutés et incubés pendant 15 min a 30°C. La réaction est arrétée par ajout de
100 pL HCI 1 N et de 350 pL CHCI3/CH;0H (1/1, v/v). Les échantillons sont ensuite
mélangés et centrifugés (2 min, 1000 g). Aprés élimination de la phase supérieure, la phase
inférieure chloroformique contenant les phospholipides est lavée deux fois avec 200 pL
CH3;0H / HCI 1 N (1/1, v/v), prélevée (110 uL), puis évaporée sous azote. Les phospholipides
sont dilués dans 30 puL de mélange CHCl; / CH30H (95/5, v/v) et déposés a l'aide d'une
seringue Hamilton sur une plaque de silice pré-activée par pulvérisation avec de 1'oxalate de
potassium 2 % (v/v) et incubation 45 min a 120°C. La migration est réalisée dans le solvant
CHC13 / CH30H / CsH0 / CH3COOH / Hy0 (40/13/15/12/7, v/v/v/iv/v). Les phospholipides
sont tout d'abord révélés par saturation des doubles liaisons avec l'iode, et le PIP radioactif est

révélé par autoradiographie.
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I1.2.7. Zymographie en gel de gélatine.

I1.2.7.1. Préparation des milieux conditionnés.
Pour I’obtention de milieux conditionnés, les cellules sont stimulées pendant 24
heures puis centrifugés a 400 g pendant 10 min a 4°C. Les surnageants correspondant aux

milieux de culture sont stockés a -80°C jusqu’a leur analyse.

11.2.7.2. Zymographie en gel de gélatine.

Cette technique d’¢lectrophorese en gel-substrat permet la séparation des protéines
en fonction de leur masse moléculaire, et la détection des gélatinases A (MMP-2) et B (MMP-
9) présentes dans les milieux conditionnés. Un volume égal de milieu est dilué¢ dans du
tampon échantillon 5 x non réducteur (0,5 M Tris / HCI pH 6,8 ; 0,5 % Bleu de Bromophénol
(p/v); 10 % SDS (p/v) ; 20 % saccharose (p/v)). Les échantillons sont ensuite analysés par
SDS-PAGE contenant 0,1 % (p/v) de gélatine. La migration s’effectue a 4°C pendant 30 min
sous une tension constante de 90 V dans un tampon de migration (25 mM Tris pH 8,3 ; 192
mM glycocolle ; 0,1% (p/v) de SDS) puis 1 h 30 a 140 V. A I’issu de la migration, le gel est
lavé 2 fois pendant 30 min dans une solution de Triton X-100 a 2,5 % (v/v). Ce détergeant
permet d’¢éliminer le SDS et de restaurer I’activité des gélatinases. Le gel est alors mis a
incuber une nuit a 37°C dans un tampon d’incubation (52 mM Tris / HCI pH 7,2 ; 200 mM
NaCl, 5 mM CaCl, (2H,0)) favorisant la protéolyse de la gélatine par les gélatinases
initialement présentes dans le milieu de culture. Apres incubation, le gel est coloré pendant 30
min dans une solution de bleu de Coomassie G-250 (1 g dans un mélange (eau/éthanol/acide
acétique (215/250/35 v/v)) puis décoloré pendant 1 h dans la méme solution sans bleu G-250.
Les MMPs possédant une activité gélatinolytique laissent apparaitre une plage de lyse blanche

sur un fond bleu.

I1.2.8. Immunofluorescence in situ.

L’immunofluorescence est une technique permettant de visualiser la position
intracellulaire d’une protéine en utilisant un anticorps primaire spécifique et un anticorps
secondaire couplé a un fluorophore tel le FITC ou la rhodamine. Le fluorophore est excité a
une longueur d’onde distincte et la réémission est observée a 1’aide d’un microscope a
fluorescence. Puisque les cellules sont fixées au support solide, il est possible de prendre un
“instantané” de la position des protéines dans la cellule. Cette technique permet aussi
d’¢étudier la colocalisation de plusieurs protéines en utilisant différents fluorophores. Pour
I’immunofluorescence que nous avons effectué, des cellules HMECs ont ¢été cultivées dans

des plaques 24 puits au fond desquelles nous avions préalablement déposé une lamelle de
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verre. 500 puL de milieu contenant 3 x 10° cellules HMECs ont été déposés dans les puits. Les
cellules ont été¢ mises en culture a 37°C jusqu’a ce qu’elles atteignent la confluence (24-48
heures). Pour fixer les cellules, les lamelles ont ét¢ immergées dans une solution 4 % (v/v)
paraformaldéhyde / 0.1 % (v/v) Triton X-100 pendant 10 minutes puis lavées 3 fois avec du
PBS. La perméabilisation des cellules a été effectuée dans une solution 0.1 % citrate de
sodium / 0.1 % Triton X-100 pendant 2 minutes sur la glace. Nous avons lavé les lamelles 2
fois avec du PBS. Une fois le PBS aspiré, 250 pL de la solution d’anticorps primaire diluée au
1/100°™ ont été déposés sur les cellules puis incubés toute la nuit a 4°C dans une boite de
Pétri contenant du coton mouillé afin d’éviter 1’asséchement des cellules. Le lendemain, les
cellules ont été lavées 2 fois avec une solution de PBS / Tween-20 0.1 % (v/v) pendant 10
minutes. Dans le noir, 250 pL d’anticorps secondaire couplé 4 la FITC dilué au 1/100°™ dans
le PBS / BSA 1 % (p/v) ont été déposé sur les lamelles et laissée pendant 30 minutes a la
température de la piéce. Le tout a été aspiré et les cellules lavées 2 fois 10 minutes avec du
PBS / Tween-20 0.1 % (v/v). Nous avons ensuite ajouter sur les lamelles une solution
empéchant 1’atténuation du signal fluorescent (« DAKO fluorescent mounting medium ») et
permettant de fixer les lamelles sur des lames. La fluorescence est observée sur un microscope

Zeiss.

I1.2.9. Dosage par Elisa de la MT1-MMP.

Le dosage de la MT1-MMP est effectu¢ a 1’aide du kit MMP-14, Biotrak Activity
Assay system (Amersham biosciences). Les cellules (HMECs) sont cultivées a confluence sur
plaque 24 puits dans un milieu complet (10 % SVF (v/v)). Apres 24 heures d’incubation en
présence des peptides d’¢lastine et/ou de différents effecteurs, le milieu est éliminé et 250 pL
de tampon d’extraction sont ajoutés dans chaque puits et incubés durant 15 minutes a 4°C.
100 pL d’échantillons sont déposés dans chaque puits d’une plaque a 96 puits coatée avec des
anticorps anti-MMP-14 puis incubés durant une nuit en chambre froide (2-8°C). Apres quatre
ringages a 1’aide du tampon de lavage, 50 uL. du tampon d’analyse sont introduits dans chaque
puits puis apres avoir vortexé, on y ajoute 50 uL de réactif de détection. Apres 20 secondes
d’homogénéisation, une lecture de 1’absorbance a 405 nm est réalisée correspondant a la
valeur t. La plaque est alors incubée durant 2 h 30 a 37°C avant de réaliser la lecture finale au

spectrophotomeétre a une longueur d’onde de 405 nm.

I1.3. Utilisation d’un dominant négatif Akt.
Les cellules sont préalablement co-transfectés avec le vecteur codant le dominant
négatif Akt (Akt-"") et un vecteur permettant la surexpression de la cible physiologique d’ Akt
qui est ERK 1 (pECE-HA-ERKI1). Cette cible sera marquée avec HA facilitant ainsi son
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immunoprécipitation. Les cellules sont traitées comme décrit précédemment (I1.2.5.) et une
quantité égale de protéine est soumise a une immunoprécipitation avec 3 pg d'anti-HA. A la
fin de l'immunoprécipitation, les extraits sont déposés sur gel SDS-PAGE et analysés par

western-blot avec des anticorps anti-phospho ERK 1/2 et anti-ERK1/2 totale.

I1.4. Cytokine arrays.

Le kit « Human Cytokine Array » nous a été fourni par la société RayBiotech. Une
série d’anticorps dirigés contre un certain nombre de cytokines pro angiogéniques, est fixée
sur une membrane de nitrocellulose. Les milieux conditionnés de cellules endothéliales traités
ou non par les PDE sont incubés durant 1 a 2 heures a température ambiante avec la
membrane préalablement activée a I’aide d’un tampon adéquat. La membrane est ensuite
lavée 2 a 3 fois a I’aide d’un tampon de lavage puis incubée durant 1 a 2 heures a température
ambiante en présence d’un anticorps couplé a la biotine. Aprés 2 ou 3 lavages, la membrane
est alors incubée en présence de la péroxydase HRP (HorseRadish Peroxidase) couplée a la
stréptavidine durant 30 a 60 minutes. .Aprés un bref rincage, on procéde a la révélation en
ajoutant sur la membrane 1 mL du tampon de détection durant 1 minute a température

ambiante. La membrane est enfin exposée a un film photosensible.

IL.5. Dosage du monoxyde d’azote (NO).
Le dosage de la production de NO par les cellules HMECs, se fait a l'aide du kit
ELISA total NO (R&D SYSTEMSY). Ce kit utilise la réaction de Griess :

+

NO-+0,— ONO; — NOy” +H'
2NO + 0, = N,04 = NO, + NO3 + 2H"
NO +NO,” = N,0; — 2NO, + 2H"
H,O

Les cellules HMECs sont cultivées en plaques 12 puits dans un milieu complet en
présence de 2 % (v/v) de SVF. Au bout de 24 heures, apres lavage par le PBS, le milieu est
changé par un milieu sans sérum contenant des peptides d’¢lastine a différentes
concentrations. Les cellules sont incubées a 37°C et 5 % de CO, pendant 45 minutes. Ensuite,
les milieux sont récupérés et analysés comme suit : dans une plaque 96 puits, nous ajoutons
200 pL de tampon de réaction dans le puit correspondant au blanc et 50 puL dans le puit de la
gamme d’étalonnage correspondant & 0 pmol/L de nitrite. Dans les autres puits de la gamme
d’étalonnage, nous mettons 50 puL. d’une solution étalon de nitrite. Ensuite, nos échantillons

(50 pL) sont déposés dans les autres puits. Puis, nous rajoutons dans les puits de la gamme et
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des échantillons 50 uL. de NADH et 25 puL de nitrate réductase. L'ensemble est incubé a 37°C
pendant 30 minutes. A la fin de I'incubation, nous rajoutons alors 50 uL de réactif I de Griess
et 50 uL de réactif II de Griess. Le tout est incubé a température ambiante pendant 10
minutes. La lecture de la plaque se fait a I’aide d’un spectrophotométre a une longueur d'onde

de 540 nm. Les résultats sont exprimés en umol/mL.

I1.6. Technique de biologie moléculaire.

I1.6.1. L’interférence par I’ARN.

I1.6.1.1. Stratégie.
- 1% étape : la sélection des cibles

La sélection est réalisée selon les criteres définis par Elbashir a partir de la
séquence en ADNc de la cible. A partir du codon ATG (correspondant au codon AUG de
départ de notre ARNm cible (MT1-MMP) toutes les séquences commengant par les
dinucléotides AA sont repérées. Les cibles choisies seront constituées de ce dinucléotide et
des 19 paires de bases suivantes. Il est admis que 1’activité des siARN est maximale lorsque le
pourcentage de G/C est compris entre 30-50%. Les séquences cibles ne doivent pas étre
présentes dans les régions 5 et 3° UTRs ainsi que dans les 75 premiéres paires de bases
suivant le codon AUG afin d’éviter toute interférence avec les protéines régulatrices de la
transcription ou de la traduction pouvant s’y fixer.

D’aprés tous ces critéres, les séquences cibles choisies et leurs positions dans la
séquence (a partir du codon AUG) que nous avons sélectionnées sont les suivantes (Figure

38):

% position 107 5’-AAGCCTGGCTACAGCAATATG-3’
¢ position 228 5’-AACAGGCAAAGCTCATGCGAA-3’
% position 949 5’-AACATCTGTGACGGGAACTTT-3’

% position 1462 5’-AACCAGAAGCTGAAGGTAGAA-3’
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5 ATGTCTCCCGCCCCAAGACCCCCCCETTETCTCCTGCTCCCCCTEGCTCACGCTCGGCACC/GCGCTCECCTCCCTCGGLCTCGEC
CCAAAGCAGCAGCTTCAGCCCCG10;AAGCCTGECTACAGCAATATGGCTACCTGCCTCCCG6GGACCTACGTACCCACACAC
AGCGCTCACCCCAGTCACTCTCAGCGGCCATCGCTGCCATGCAGAAGTTTTACGGCTTGCAAGT 2:sAACAGGCAAAGCTGA
TGCAGACACCATGAAGGCCATGAGGCGCCCCCEATETGETEGTTCCAGACAAGTTTGE6GGCTGAGATCAAGGCCAATGTTC
GAAGGAAGCGCTACGCCATCCAGGGTCTCAAATGGCAACATAATGAAATCACTTTCTGCATCCAGAATTACACCCCCAAG
GTGGGCGAGTATGCCACATACGAGGCCATTCEGCAAGGCETTCCGCE6TEGTGEGAGAGTGCCACACCACTGCGCTTCCGCGAG
GTGCCCTATGCCTACATCC6TGAGGGCCATGAGAAGCAGGCCGACATCATGATCTTCTTTGCCGAGGGCTTCCATGGCGAC
AGCACGCCCTTCGATGETGAGGGCGECTTCCTEGEGCCCATEGCCTACTTCCCAGGCCCCAACATTGEAGGAGACACCCACTTTG
ACTCTGCCGAGCCTTGGACTGTCAGGAATGAGGATCTGAATGGAAATGACATCTTCCTGEGTGGCTGTGCACGAGCTGGGC
CATGCCCTGG6GCTCGAGCATTCCAGTGACCCCTCEGCCATCATGGCACCCTTTTACCAGTGEATGGACACGGAGAATTTT
GTGCTGCCC6ATGATGACCGCCEG6GGCATCCAGCAACTTTATG66G6TGAGTCAGGGTTCCCCACCAAGATGCCCCCTCAA
CCCAGGACTACCTCCC6GCCTTCTGTTCCTGATAAACCCAAAAACCCCACCTATGEGEGCCCo4sAACATCTGTGACGGGAACTT
TGACACCETGGCCATGCTCCGAGGGGAGATGTTTETCTTCAAGGAGCGCTGGTTCTGGCG66TGAGGAATAACCAAGTGA
T6GATGGATACCCAATGCCCATTGGCCAGTTCTG6C6G66CCTGCCTGCGTCCATCAACACTGCCTACGAGAGGAAGGATG
GCAAATTCGTCTTCTTCAAAGGAGACAAGCATTGGGTEGTTTGATGAGGCGTCCCTGGAACCTGGCTACCCCAAGCACATT
AAGGAGCTGG6GCC6AGGGCTGCCTACCGACAAGATTGATGCTGCTCTCTTCTG6GATGCCCAATGGAAAGACCTACTTCTTC
C6GTGGAAACAAGTACTACCGTTTCAACGAAGAGCTCAGGGCAGTGGATAGCGAGTACCCCAAGAACATCAAAGTCTGGGA
AGGGATCCCTGAGTCTCCCAGAGGGTCATTCATGGGCAGCGATGAAGTCTTCACTTACTTCTACAAGGGGAACAAATACT
GGAAATTCAAC 4, AACCAGAAGCTGAAGGTAGAACCGGGCTACCCCAAGTCAGCCCTEAGGGACTGGATGGGCTGCCCAT
C666A66CC66CCE66ATGAGGEEACTEAGGAGGAGACGEAGGTGATCATCATTGAGGTG6ACCAGEAGGGCG6C6666CE
GTGAGCGCGGCTECC6TGETEGCTGCCCE6TECTGCTECTGCTCCTGETGCTE6C66TGEGECCTTGCAGTCTTCTTCTTCAGAC
GCCATGGGACCCCCAGGCGACTGCTCTACTGCCAGCGTTCCCTGCTGGACAAGGTC 3

Figure 38: Localisation des cibles sélectionnées choisies sur ’ADNc de la MT1-MMP
humaine.

- 2™ étape : spécificité des cibles choisies

Cette étape va consister a s’assurer que les siARN reconnaitront uniquement la
région cible choisie et aucune autre sur le génome ce qui pourrait interférer sur leurs
spécificités d'action. Pour cela un Blast est réalisé sur le génome humain avec les 4 séquences
cibles choisies afin de s’assurer que seul le gene de la MT1-MMP soit reconnu.

-3°™ étape : contrdle négatif

Afin de s’assurer de la spécificité de nos siARN, pour chaque cible choisie, un
siARN dégénéré est synthétisé, qui nous servira de témoin négatif : pour cela 4 paires de
bases situées au centre de la séquence sont permutées entre elles de facon aléatoire. Ces

siARN ne devraient donc avoir aucun effet sur I'expression du géne d’intérét.

I1.6.1.2. Synthese des siARN.

Nous avons choisi de synthétiser les stARN par une technique transcriptionnelle in
vitro (Figure 39). Pour chaque siARN un oligonucléotide sens et antisens est synthétisés
possédant a leurs extrémités 3°, la séquence CCTGTCTC permettant 1’hybridation avec le
promoteur T7 et qui sera le point de départ pour la synthése du brin complémentaire par

I’enzyme de Klenow (ADN polymeérase I dépourvue de son activité 5’ exonucléase).
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Hybridation avec le promoteur T7
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Figure 39: Schéma des différentes étapes de synthése des siARN.

I1.6.1.2.1. Préparation des oligonucléotides.
Les oligonucléotides lyophilisés sont repris par un volume adéquat d'eau dépourvue
de nucléase afin d’atteindre une concentration de 200 uM. La concentration est ensuite vérifiée par
lecture de I’absorbance a 260 nm sur 1'échantillon dilué¢ 250 fois. On prépare une solution finale

(20 uL) & 100 M.
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11.6.1.2.2. Hybridation avec le promoteur T7.
L’hybridation entre 1’oligonucléotide et le promoteur T7 est réalisée de la maniére
suivante (dans cet ordre) :
e 2ul T7 promoteur primer
e 6pul Tampon d’hybridation
e 2ul Oligonucléotide sens ou antisens

L’hybridation est effectuée 1 minute a 90°C puis 1 heure a 37°C.

I1.6.1.2.3. Synthése par I’enzyme de Klenow.
La synthese par la Klenow est réalisée en ajoutant les composés suivants a la réaction
d’hybridation réalisée précédemment (dans cet ordre) :
e 2ul 10x Klenow tampon de réaction
e 2ul 10x dNTP Mix
e 4ul Eaustérile
e 2ul Exo-Klenow

L’ensemble est ensuite incubé 45 minutes a 37°C.

11.6.1.2.4. Transcription par la polymérase T7.
La transcription par la T7 polymérase est réalisée en ajoutant au produit de synthése de
la Klenow les ¢léments suivants (dans cet ordre) :
e 2ul Echantillon sens ou antisens
e 4ul Eaustérile
e 10ul 2x ANTP Tampon de réaction
e 2ul 10x T7 Tampon Réaction
e 2ul T7enzyme Mix

L’ensemble est mélangé doucement puis incubé 2 heures a 37°C.

11.6.1.2.5. Formation du dsRNA.

Les échantillons sens et antisens sont combinés puis incubés a 37°C durant la nuit.

11.6.1.2.6. Digestion par la Dnase et la Rnase.
On ajoute ensuite au produit de réaction les éléments suivants (dans cet ordre) :
e o6l Tampon de digestion
o 46,5l Eau stérile
o 4yl RNase
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o 35ul DNase
L’ensemble est mélangé doucement et incubé au moins 2 heures a 37°C. Cette étape a

pour but d’éliminer les fragments d’ARN non appariés ainsi que I’ADN.

I1.6.1.2.7. Purification des siARN.

La purification est réalisée par chromatographie d’affinité sur une colonne disposant
d’un filtre a son extrémité. 400 ul de tampon de fixation sont ajoutés a la réaction de digestion par
les nucléases, puis ’ensemble est incubé a température ambiante durant 2 a 5 minutes. Une
colonne d'affinité est disposée au dessus d’un tube de 2 ml, et on y ajoute 100 ul de tampon de
lavage. Le siARN présent dans le tampon de fixation est alors ajouté puis le dispositif est
centrifugé a 10 000 g durant 1 minute. L’¢luat est alors éliminé puis la colonne est replacée sur le
tube. On y ajoute alors 500 pl de tampon de lavage puis on centrifuge a 10 000 g pendant 1
minute. Cette étape est ensuite répétée une seconde fois. Afin de récupérer les siARN purifiés, on
ajoute au filtre 100 ul d’eau DEPC préchauffée a 75°C durant 2 minutes a température ambiante.
Enfin, apres une centrifugation a 12 000 g pendant 2 minutes, les siARN ainsi ¢lués et purifiés sont

titrés et peuvent étre conservés a —20°C ou —80°C pendant environ 3 mois.

11.6.1.3. Marquage des siARN a la Cyanine 3.

Cette étape va nous permettre de marquer les duplex d’ARN synthétisés a ’aide
d’un agent fluorescent : la Cyanine, nous permettant ainsi d’apprécier qualitativement le
rendement de transfection ainsi que la localisation intracellulaire des siARN. Ce marquage
peut se réaliser sur un seul ou sur les deux brins d’ARN. La réaction est basée sur 1’attaque
nucléophile d’un groupement amine de I’ARN sur un groupement ester afin de former

I’espece fluorescente (Figure 40).

P eptide Conjugate

I )J\ R
R___MH|* R o R ekl — ol

. H

: Liaison amide O
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Groupe partant

R'= groupe fluorescent

Figure 40: Principe du marquage des siARN (ou tout autre ARN) a la Cyanine3.
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L’excitation est réalisée a 548 nm, 1I’émission est quand a elle observée a 562 nm. Le mélange

suivant est réalisé :

o 183l Eau dépourvue de nucléase
e 50ul 10x tampon de marquage

e 192l Duplex d’ARN (a 20 uM)
o 75ul Cyanine 3

Ensuite on laisse incuber 1 heure a 37°C a I’obscurité. 15 pl de NaCl 5 M ainsi que
125 pul d’éthanol 100 % froid sont ajoutés au mélange réactionnel puis I’ensemble est incubé
au moins 45 minutes a -80°C. On réalise ensuite une centrifugation pendant 15 & 20 minutes a
8000 g. Le surnageant est alors jeté et le précipité (de couleur rouge) est repris par 175 pl
d’éthanol a 70 % (v/v). Enfin on réalise une derniere centrifugation a 8 000 g pendant 5
minutes a la fin de laquelle le surnageant est ¢liminé. Le culot est alors séché a I’air pendant 5

a 10 minutes puis repris par 20 pl d’eau stérile.

11.6.1.4. Transfection des siARN.

L’introduction de fragment d’ARN double brin au sein de la cellule nécessite la
présence d’un agent transfectant. Lors de nos travaux, 1’agent de transfection utilisé¢ fut
I’oligofectamine. Afin obtenir un rendement de transfection optimum, le nombre de cellules a
ensemencer dans chaque puits est déterminé afin d’atteindre 60 % de confluence le jour de la
transfection. L’oligofectamine ainsi que le siARN sont incubés séparément dans le milieu de
culture sans sérum ni antibiotique durant 10 minutes a température ambiante, avant d’étre
mélangés. Apres une incubation de 20 minutes a température ambiante le mélange est ajouté

aux cellules.

I1.6.1.5. Plasmide codant les siARN.

I1.6.1.5.1. Construction des cassettes siARN.
Les duplex d’ARN ciblant ’ARNm de la MT1-MMP seront transcrits a partir de
cassettes d’ADN doubles brins insérées dans un vecteur d’expression. Ces cassettes

reprennent le schéma général représentéau niveau de la figure 41 :
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Figure 41: Schéma d’une cassette codant pour un siARN.

Chaque cassette d’ADN est composée de deux oligonucléotides possédant deux
sites de restriction distincts a leur extrémités 5° et 3°, ce qui permettra leur insertion dans le
vecteur d’expression. L’oligonucléotide sens est flanqué du site BamHI en 5°, alors que
I’oligonucléotide anti-sens est flanqué du site Hind III en 3’ (Figure 42). La séquence en
nucléotide de la boucle libre qui permet le repliement du brin d’ARN transcrit a été choisie
afin d’étre reconnue par Dicer. Récemment il a été remarqué que les cassettes antisens-sens
¢taient plus efficace que les cassettes sens-antisens. Les oligonucléotides sont solubilisés dans
de I’eau DEPC a une concentration de 1 pg/ul. Leur hybridation est réalisée a 95°C durant 10
minutes via un appareil a PCR qui est ensuite éteint afin de laisser descendre progressivement
la température durant toute la nuit. La quantit¢ d’ADN bicaténaire est calculée par
spectrophotométrie (absorbance a 260 nm, une unité d’absorbance correspondant a 50 ug

d’ADN /mL).

Cassette MT1-MMP 107

BamH I antisens T Hind III

~GATCCOG CATATTECTETAGCCAGECTT TTCAAGAGA AAGETESCTACAGCAATATE TTTTTTCCAAA
GGLC ETATAACEACATORETCOEAA AAGTTCTCT  TTOSGACOEATETOETTATAC AAAAAAGETTTTCGA

Cassette MT1-MMP scl107

BamH I antisens sens Hind III

~GATCCCE CATATTELTECTEACAGECTT TTCAAGAGA AAGCETETCACCAGCAATATE TTTTTTCCAAA
GGC GTATAACGACCACTETCOEAA AAGTTCTCT  TTCEEACACTOETLETTATAC AAAAAAGETTTTICGA

Figure 42: Construction de la cassette siARN 107 (a) et du siARN dégénéré sc107

correspondant (b). Les séquences en rouge correspondent aux séquences qui ont été permutées
aléatoirement pour le siARN dégénéré.
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11.6.1.5.2. Le vecteur d’expression pRNA Tin H1.2/Neo.

Pour cloner les cassettes siARN, nous avons utilisé le vecteur d’expression pRNA
Tin H1.2/Neo (GenScript Corporation Cat. n°SD1223) représenté ici au niveau de la figure
43. Ce vecteur posséde une séquence codant la GFP (Green fluorescent Protein) et des geénes
de résistances pour une sélection aussi bien chez les procaryotes que chez les eucaryotes.
Mais la particularit¢é de ce vecteur réside dans son promoteur inductible HI1.2. Sur ce
promoteur peut se fixer un répresseur tétracycline (TetR), exprimé par le vecteur pcDNA6/TR
(Invitrogen Cat. n°V1025-20), réprimant ainsi la transcription de la cassette d’ADN en
absence de tétracycline. En présence de cet antibiotique, il y a dissociation du répresseur du
promoteur, et synthése du duplex d’ARN (siARN) (Figure 43 bis). Ce systéme est intéressant
du fait que I’on puisse contrdler I’expression des siARN, et ainsi moduler 1’invalidationde la
MT1-MMP. Le vecteur pPRNATin H1.2/Neo a subit une étape d’extraction et de purification.
11 a été extrait des bactéries aDHS, préalablement transformées puis congelées. Le vecteur est
quantifié par spectrophotométrie et une vérification de sa pureté est effectuée par
électrophorese en gel d’agarose 1 % (p/v) contenant du BET, dans un tampon TAE 1 X (Tris-
acétate 40 mM, EDTA 1 mM, pH 8).

I
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Figure 43: Vecteur d’expression pRNA TIN H1.2/Neo. (A) Représentation schématique du
vecteur pRNA Tin H1.2/Neo. Le site multiple de clonage (MCS) se situe apres le promoteur H1.2. Le vecteur
posséde un géne de résistance pour les transformations (Ampicilline) et un pour les transfections (Néomycine).
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Figure 43 bis: Vecteur d’expression pRNA TIN H1.2/Neo. (B) Contréle de la production des
siARN par la fixation d’un répresseur tétracycline TetR sur I’opérateur Tet01 du promoteur H1.2, en absence ou
en présence de tétracycline.

I1.6.1.5.3. Insertion des cassettes de siARN.

Nous avons inséré la cassette d’ADN codant le duplex ARN dans le site multiple de
clonage, entre les sites de restrictions BamH I et Hind III. Pour cela, les cassettes possedent
les sites suscités a leurs extrémités, comme décrit auparavant. Au préalable, il est nécessaire
de procéder a un clivage enzymatique du vecteur circulaire pRNA Tin H1.2/Neo. Le vecteur
est digéré par les enzymes Roche, BamHI (6 U/ug de pRNA Tin H1.2) et Hind III (6 U/pg de
pRNA Tin H1.2) dans un méme tampon (Tris-HC1 10 mM, MgCl, 5 mM, NaCl 100 mM, 2-
mercaptoéthanol 1 mM, pH 8) pendant une heure a 37°C. La digestion terminée, une
¢électrophorese en gel d’agarose 1% (p/v) est réalisée pour d’une part vérifier la linéarisation
du vecteur et d’autre part pour procéder a une étape de purification du vecteur clivé via la

™ DNA extraction kit, Fermentas). Cette technique

technique d’électroélution (Eluta Tube
consiste a extraire I’ADN du gel d’agarose. Nous avons ensuite effectué la ligation des inserts
(cassettes d’ADN) avec pRNA TinH1.2/Neo par la T4 DNA ligase pendant 20 minutes a

température ambiante. Le produit de ligation a été vérifié¢ en gel d’agarose 1 % (p/v).

11.6.1.5.4. Clonage du plasmide.

En vue d’isoler une souche comportant le plasmide (vecteur d’expression qui a
intégré 1’insert), nous avons transformé les bactéries aDHS5 compétentes. Pour 1’étape de
transformation, nous avons utilis¢ des bactéries compétentes et qui sont donc capables
d’intégrer le plasmide en leur sein. Dans un premier temps, nous mettons donc en contact 25
pl de bactéries en présence de 1 pg de plasmide. Apreés avoir mélanger doucement,
I’ensemble est placé a 42°C durant 90 secondes précisément puis sur glace afin de créer un
choc thermique permettant ainsi aux plasmides de pénétrer dans les cellules. Au méme
moments, des boites de culture (boites de pétri) sont préparées en y ajoutant 10 mL de milieu
LB/agarose contenant 1 pg/mL de ampiciline. Le produit de transformation est ensuite déposé

dans la boite de pétri, homogénéis¢, puis incubé pendant une nuit a 37°C. Apres 24 heures
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d’incubation quelques clones sont sélectionnés et resuspendus dans 500 pL de milieu LB-
ampicilline puis incubés a 37°C pendant 3 heures. 100 pL de suspension bactérienne sont
extrait pour vérifier la présence de I’insert dans le vecteur par PCR, les 400 pL restant sont

congelés si la colonie bactérienne s’avere positive.

I1.6.1.5.5. Extraction de plasmide.

Cette étape permet d’isoler les plasmides répliqués par les bactéries lors de 1’étape
précédente. Les suspensions bactériennes sont centrifugées a 3000 g pendant 15 minutes a
température ambiante. Le culot bactérien est repris par 400 pl de tampon de suspension (Tris-
HCI 150m M, EDTA 10 mM, pH 8), contenant 100 pg/ul d’inhibiteurs de ribonucléase,
auxquels sont ajoutés 400 ul d’une solution de lyse (NaOH 200 mM, SDS 1 % (m/v)). Apres
une agitation douce, le mélange est incubé 4 minutes a température ambiante puis 10 minutes
a 4000 g a 4°C, le surnageant contenant les plasmides est prélevé, transféré dans un tube de 2
mL, puis centrifugé a nouveau 15 minutes a 10 000 g a 4°C., le culot est séché puis lavé par 1
mL d’éthanol 75 % (v/v) froid. Aprés une derniere centrifugation de 15 minutes a 10 000 g a
4°C, le culot est repris par un tampon TE (Tris-HCl 10 mM, EDTA 1 M, pH 8). Les
plasmides sont ensuite quantifiés par mesure de 1’absorbance sous UV (1 unité de Densité
Optique correspondant a 50 ug/mL d’ADN) puis une vérification est faite par électrophorese

en gel d’agarose 1%.

I1.6.2 Extractions des ARN totaux.

Les conditions d'analyse doivent protéger les ARN totaux de la dégradation par les
ribonucléases (Rnases) qui sont libérées des cellules par la lyse cellulaire et qui sont présentes
en grande quantité dans l'environnement. Les étapes d'extraction et d'analyse des ARNs
devront étre effectuées en prenant soin, d'une part d'éliminer les Rnases de la préparation
initiale et d'autre part de ne pas contaminer le matériel et les échantillons (ces enzymes étant
trés résistantes, elles ne sont pas complétement dénaturées au cours de la stérilisation). Pour
ces raisons, toutes les manipulations décrites ci-dessous ont été réalisées en portant des gants
et en utilisant de Il'eau traitée contre les ribonucléases ambiante a [’aide du
diéthylpyrocarbonate (appelé eau DEPC). Les ARN totaux sont extraits en utilisant le réactif
Trizol, prét a I'emploi. Les cellules sont rincées deux fois 5 minutes a I'aide de PBS. Puis est
rajouté 250 pL de Trizol par puits d'une plaque 6 puits. Le Trizol contient de I'isothiocyanate
de guanidinium ainsi que du phénol permettant de dénaturer les acides nucléiques et de
dissocier les protéines. Aprés incubation a température ambiante durant 10 minutes, les
cellules sont récupérées par grattage puis transférées dans des microtubes de 2 mL auxquels

est rajoutée 400 uL de chloroforme. Les tubes sont agités vigoureusement a la main pendant
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15 secondes et laissés 10 minutes a température ambiante. Le chloroforme et les autres
réactifs permettent de séparer ADN, ARN et protéines par solubilisation différentielle. La
formation des différentes phases est accélérée par centrifugation a 12 000 g et a 4°C pendant
15 minutes. La phase inférieure organique contient I'ADN, l'interphase contient les protéines
et la phase supérieure aqueuse les ARNs. Cette dernieére est soigneusement aspirée et
transférée dans de nouveaux tubes. Les ARNs sont précipités par addition de 1 mL de 2-
propanol par tube, suivie d'une agitation douce par retournement. Les échantillons sont laissés
10 minutes a température ambiante et centrifugés 10 minutes a 12 000g a 4°C. Les ARNs
précipités sont ensuite lavés avec 2 mL d'éthanol 75 % (v/v) dans de 1'eau DEPC et agités au
vortex. Eventuellement, les ARNs peuvent étre conservés ainsi plusieurs semaines a -80°C.
L'éthanol est ¢éliminé avant utilisation par centrifugation a 7500 g pendant 5 minutes, et le
culot d'ARN est séché a l'air et solubilisé dans de 1'eau DEPC. Sa dissolution compléte est
obtenue apres chauffage durant 10 minutes dans un bain marie a 65°C. La quantit¢ d'ARN
extraite est estimée par lecture de I'absorbance a 260 nm (1 unité d'absorbance correspond a
40 pg d'ARN/mL). Le rapport des absorbances 260 nm / 280 nm est également utilisé afin de

déterminer la pureté de la préparation.

I1.6.3. Transcription inverse (RT) des ARNm en ADNc.

Cette étape permet I’obtention d’ADNc a partir des ARN totaux extraits des
cellules en culture par amorcage au hasard (random priming). Elle s’opere a 1’aide de
I’appareil PCR de type « Hybaid », dans un microtube stérile contenant le mélange suivant :

e 4 ul de tampon 5X RT (Tris-HCI 250 mM, KCIl 375 mM, MgCl, 15
mM, pH 8.3),

e 1 uldeMgCl0,1 M,

e 0,5 pl de RNasine (10 U/ul), inhibiteur de ribonucléase,

e 8 ul d’un mélange des 4 désoxyribonucléotides triphosphates, chacun a
10 mM,

e 2 ul de dithiothréitol (DTT),

e 1 ug d’ARN dilué dans 2 pl d’eau stérile,

e 1 pul de transcriptase inverse du virus de la leucémie murine de
Moloney (200 U/ul),

e Ipl d’hexanucléotides synthétiques correspondant a toutes les

séquences possibles. Il s’en trouvera donc quelques unes qui s’hybrideront avec I’ARNm,

pouvant ainsi servir d’amorce pour la transcriptase inverse.
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Le mélange est incubé 10 minutes a température ambiante pour permettre
I’hybridation des amorces puis 45 minutes a 42°C pour effectuer la transcription et enfin, 5

minutes a 90°C pour inhiber les enzymes.

I1.6.4. La réaction de polymérisation en chaine : PCR (Polymerase Chain Reaction).

La RT-PCR semi-quantitative permet de comparer les variations relatives
d'expression de genes en les comparant a celle d'un géne de “ménage” dont I'expression est
constante lors des phénoménes biologiques étudiés. Elle comporte deux étapes : une étape de
transcription inverse (ou RT), permettant de synthétiser I'ADNc a partir des ARNs totaux, et
une étape d'amplification par réaction de polymérisation en chaine (ou PCR) de 'ADNc. Cette
méthode est basée sur le mode d’action d’une ADN polymérase : la Taq (Thermus aquaticus)
polymérase qui est issue d’un microorganisme vivant dans des sources d'eaux chaudes et
résistant a des températures €élevées. Pour pouvoir réaliser la réaction de polymérisation en
chaine, cette enzyme aura besoin d’amorces qui vont encadrer la séquence a amplifier.

Les séquences des amorces utilisées sont les suivantes :

Pour 18 S : sens : 5°-GCGAATTCCTGCCAGTAGCATATGCTTG-3'
antisens :5’-GAAGCTTAGAGGAGCGAGCGACCAAAGG-3’
Pour GAPDH : sens : 5'-ACCAGAGTCCATGCCATCA-3'

antisens : 5'-TCCACCACCCTGTTGCTGT-3'
Pour MTI-MMP :  sens : 5-GCTTGCAAGTAACAGGCAAA-3'

antisens : 5'-AAATTCTCCGTGTCCATCCA-3'
Pour MT2-MMP :  sens : 5’-TCGACGAAGAGACCAGGAGT-3’

antisens : 5’-CTTGAAGTTGTCAACGTCCT-3’
Pour MT3-MMP :  sens : 5~ ATGTGCTACAGTCTGCGGAAC-3’

antisens : 5’-TATCCACATCACGTTTGCCA-3’
Pour MT5-MMP :  sens : 5’-GGATCAGACAACGATCGAGT-3’

antisens : 5’-CAGCTTGAAGTTGTGCGTCT-3’

Les tailles des différents fragments amplifiés sont les suivants :

Température d’hybridation.

Pour GAPDH : 450 paires de bases. 55°C-65°C
Pour 18 S : 135 paires de bases. 55°C-65°C
Pour MT1-MMP : 650 paires de bases. 62°C
Pour MT2-MMP : 578 paires de bases. 60°C
Pour MT3-MMP : 461 paires de bases. 60°C

Pour MT5-MMP : 565 paires de bases. 60°C
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Apres avoir réalisé la transcription inverse, nous réalisons le mélange suivant :

e 2.5 uldetampon 10 X PCR

e 1 pl dumélange 4 ANTP a 10 mM chacun

e 0,75 ul de MgCl, 50 mM

e 1,25 ul de DMSO (diméthylsulfoxide)

e 1,125 pl de W-1 (détergent assurant le maintien de D’activité Taq
polymérase)

e 5 ul d’un mélange de deux amorces (I uM), I’'une directe (sens), I’autre
inversée (antisens) et complémentaire

e 0,2 pul de Taq (Thermus aquaticus)

o Compléter a 25 pl avec de I’eau stérile.

L’ADN est amplifié en plusieurs cycles contenant chacun 3 étapes. En général, ce
programme suit le schéma suivant :

Premier Cycle:

Etape 1: 2 minutes 30 & 95°C qui dénature les deux brins d’ADNc.

Etape 2: 30 secondes a 55°C (pour GAPDH) ou 62°C (pour MT1-MMP) qui permet
I’hybridation des amorces respectives.

Etape 3: 30 secondes & 72°C pour permettre ’extension des amorces (par la Taq
polymérase).

otme

Deuxieme au 3 Cycle:

Idem, a I’exception de I’étape 1 qui dure 30 secondes a 95°C.

Dernier Cycle:

La température est maintenue a 20°C apres 1’étape d’élongation par la Tagq.

Le produit de PCR est ensuite soumis a une électrophorese en gel d’agarose a 1 %
(p/v) contenant du BET pendant 30 minutes, afin de visualiser la présence de I’ADN amplifié
et les variations éventuelles de 1’expression de ces génes. La visualisation est réalisée sous

rayonnement UV.

I1.6.5. Transfections stable de plasmides.
La technique utilisée est celle de lipofection. Celle-ci a été optimisée et s'est révélée
efficace. Le réactif utilisé est la Lipofectamine™ 2000 (Invitrogen). La lipofectamine est une

émulsion lipidique polycationique associée a des lipides neutres. Ces derniers vont former des
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liposomes unilamellaires en milieu aqueux dont la surface est chargée positivement. Les
constructions d'ADN présentes vont s'associer a la surface de ces structures par des liaisons de
type électrostatique et pourront ainsi €tre internalisées lors de la fusion des liposomes avec la
membrane plasmique. Les cellules sont ensemencées dans des plaques 6 puits (environ
500 000 cellules par puits) en présence d’un milieu contenant 10% de SVF. Le lendemain les
cellules se retrouvent a environ 90-95% de confluence, elles sont alors rincées 3 fois avec 1
mL de PBS puis nous réalisons la transfection a 1’aide de la lipofectamine 2000 selon le
protocole suivant :

- dans un microtube de 1,5 mL nous y plagons 250 puL. de milieu de culture sans
sérum ainsi que le volume correspondant a la quantit¢é d’ADN plasmidique désirée. De la
méme maniere, dans un tube 1,5 mL, 250 uL de milieu de culture sans sérum y est placé ainsi
que le volume nécessaire d’agent transfectant, puis le tout est incubé 5 minutes a température
ambiante.

- Le contenu des 2 tubes est ensuite rassemblé dans un seul et méme tube et le tout
est incubé 20 minutes a température ambiante afin de permettre la formation des liposomes
contenant I’ADN plasmidique.

- Le mélange est ajouté aux puits (plaque 6 puits) contenant du milieux sans sérum.

- 6 heures plus tard, le milieu est changé. Un milieu complet contenant 10 % de
sérum est alors ajouté afin de permettre aux cellules de proliférer a nouveau.

Les cellules sont alors observées au microscope a fluorescence afin d’apprécier le
taux de transfection qui était approximativement de 60%. Une fois que les cellules ont atteint
la confluence, nous débutons la sélection a ’aide d’un antibiotique spécifique : la néomycine
ou G-418 (Invitrogen). La concentration nécessaire afin de réaliser une sélection efficace a été
déterminée a 800 pg/mL. Apreés 72 heures de sélection, il ne reste que les cellules ayant
incorporer le plasmide. Ceci est vérifié sous microscope a fluorescence. Apres prolifération,

les cellules sont congelées dans 1’azote liquide pour des expériences ultérieures.

I1.7. Evaluation statistique.
Les études statistiques ont été réalisées suivant le test de Student. Les valeurs
moyennes sont déterminées et exprimées avec l'erreur standart sur la moyenne (SEM). Sur 4
expériences les différences entre les valeurs des moyennes sont considérées statistiquement

significatives lorsque P< 0,005.
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RESULTATS
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Partie 1

Influence des peptides d’¢lastine sur
I’angiogenése.
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I. Influence des peptides d’élastine sur I’angiogenese.

I.1. Stimulation du Phénotype angiogénique des cellules endothéliales in

vivo et in vitro par les peptides d’élastine.

Notre travail fait suite aux travaux menés dans notre laboratoire par M. A. Robinet
sur la régulation de I’expression et/ou de I’activation de la gélatinase A par des peptides issus
de la thrombospondine et de 1’¢lastine, et leurs implications dans l’invasion tumorale et
I’angiogenése. Pour une meilleure compréhension de notre étude, certains résultats rapportés
dans cette premicre partie et réalisés en commun ont déja ét¢ mentionnés dans la thése de M.
A. Robinet soutenue le 11 Décembre 2003 dans notre laboratoire. Ces travaux ont fait 1’objet
d’une publication commune dans J. Cell Science (Robinet et coll., 2005) ou nous apparaissons

en tant que co-auteur.

I.1.1. Modéle in vivo de la membrane chorio-allantoide de poulet.

Les PDE ont été décrits comme favorisant la prolifération, le chimiotactisme, la
différenciation, I’expression de protéinases et la progression tumorale. Ces résultats ainsi que
I’effet vasodilatateur des PDE sur I’endothélium rapportés dans la littérature nous a donc
conduit a penser que de telles matrikines ou élastokines pourrait de la méme fagon influer sur
le phénotype angiogénique des cellules endothéliales. Afin de valider cette hypothése, nous
avons étudi¢ in vivo l’influence des PDE en utilisant le modéle de la membrane
chorioallantoide d’embryon de poulet (CAM). A partir du 6° jour du développement
embryonique, les membranes sont traitées chaque jour avec soit du PBS (contréle), soit avec
50 ng de Ke ou 200 ng de VGVAPG. Les résultats obtenus et rapportés au niveau de la figure
44, montre que le traitement par les PDE (Ke ou VGVAPG) conduit a une accélération de

I’angiogenese atteignant un maximum apres 7 a 8 jours de traitement.

Contréle  Kappa élastine VGVAPG

Figure 44: Effet des PDE sur ’angiogenése in vivo dans le modéle de CAM. Des embryons
de poulets sont préincubés pendant 3 jours. Les coquilles sont ensuite cassées et les ceufs placés dans une
coupelle. Un anneau de silicone délimite la zone de la membrane chorioallantoide a traitée en présence de PDE.
La surface délimitée est ensuite photographiée entre le 6 et 10e jour de développement. Photos a 8 jours.
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I.1.2. Modéle in vitro en matrice tridimensionnelle.

En paralléle des expérimentations in vitro sur la capacité des cellules HMECs a
s’organiser en pseudotubes lorsqu’elles sont incorporées dans un lattis de collagéne de type I
ou cultivées sur un équivalent de membrane basale, le Matrigel, ont été réalisées. Les résultats
rapportés sur la figure 45 montrent que les PDE sont capables de favoriser la formation de
tubes capillaires lorsque les cellules endothéliales sont cultivées dans un lattis de collagéne de
type I, ainsi que des pseudotubes capillaires lorsqu’elles sont cultivées sur Matrigel. Ces

résultats démontrent ainsi 1’effet pro-angiogéne des PDE dans deux modéles d’angiogenése in

vitro.

Controle PDE

Controle - GF PDE

Figure 45: Effet des PDE sur la formation de capillaires dans un gel tridimensionnel de

collagéne de type I et de pseudotubes sur Matrigel. —~A- Les cellules HMECs sont cultivées sur un
gel d’agarose a 2 % (v/v). Au bout de 18 heures d’incubation, I’agrégat cellulaire est prélevé et incorporé dans
un gel de collagéne de type I a 2 % (v/v) dans un milieu contenant 50 pg/ mL de PDE. Au bout de 3 jours
d’incubation a 37°C, les cellules sont observées en microscopie optique (X 10). —B- Les cellules HMECs sont
cultivées sur du Matrigel en absence ou en présence de 1 pg/mL de PDE ou en absence ou présence de 20 ng/mL
VEGF. Au bout de 24 heures, les cellules sont observées en microscopie optique (x10) et photographiées.

I.1.3. Influence des PDE sur la migration et la survie cellulaire des cellules

endothéliales.

1.1.3.1. Effet des PDE sur la migration cellulaire.
Aprées avoir observé I’effet des PDE sur la formation de capillaires in vivo et in

vitro, nous avons voulu étudier le réle des PDE sur la migration des cellules endothéliales
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HMEC:s. Pour cela nous avons utilisé le modele de blessure qui consiste a faire une blessure
mécanique au sein d’une monocouche de cellules endothéliales. Les cellules HMECs sont
cultivées a confluence; une blessure mécanique est pratiquée et nous incubons les cellules a
37°C dans un milieu sans sérum en présence ou non de PDE (1, 100 et 200 ng/mL) et en
présence ou non de facteurs de croissance (20 ng/mL VEGF, FGFb). Au bout de 24 heures,
les cellules sont observées en microscopie et photographiées a 1’aide d’un appareil numérique.
Nous pouvons alors observer qu’en présence de PDE, la migration des cellules endothéliales
est augmentée de 1,6 a 2,5 fois en présence de 200 ng/mL. VGVAPG et Ke, respectivement

(Figure 46). Le nombre de cellules ayant migré est déterminé et exprimé par rapport au

contrdle.
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Figure 46: Effet des PDE sur la migration des cellules HMECS. Les cellules HMECs (10

cellules / puits) sont cultivées dans un milieu complet. Au bout de 24 heures, lorsque les cellules sont a
confluence une blessure de 1 mm de largeur est pratiquée a 1’aide d’une pointe. Les cellules sont ensuite lavées
et incubées dans un milieu contenant 2 % de SVF en présence ou en absence de PDE et en présence ou en
absence de VEGF ou FGFb. Apres 24 heures d’incubation le résorbage de la blessure est mesuré par numération
des cellules ayant envahies 0,5 mm? de la surface de la blessure. Les résultats sont rapportés en % par rapport
aux contrdles respectifs. ***P<0,001, **P<0,01, *P<0,05, NS : non significatif.

1.1.3.2. Effet des PDE sur la survie cellulaire.

Ayant démontré le potentiel des PDE a induire 1’angiogenése in vivo et in vitro
ainsi que la migration cellulaire, nous nous sommes ensuite interrogé sur 1’effet des PDE sur
la survie des cellules endothéliales. Les résultats rapportés au niveau de la figure 47 montrent
que les PDE favorisent la survie des cellules endothéliales des la premier jour et que cette
effet perdure jusqu’a 5 jours. La figure 47 bis montre les résultats obtenus apres 5 jours de
culture en absence de sérum dans le milieu et en présence de concentrations variables de PDE.
Dans les deux types d’expérience, aucune différence n’est observée en présence des facteurs
de croissance. Nous n’avons pas obtenu d’effets des PDE sur la prolifération des cellules

HMEC:s (résultats non montrés).
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Figure 47: Effet des PDE sur la survie des cellules endothéliales. Les cellules HMECs sont
cultivées durant la durée de I’expérience dans une plaque a 24 puits en présence ou en absence de PDE (200
ng/mL) et en présence ou en absence de 20 ng/mL de VEGF ou FGFb. A la fin de chaque période d’incubation,
les cellules sont comptées sur cellules de Malassez.
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Figure 47 bis: Effet des PDE sur la survie des cellules endothéliales. Les cellules HMECs sont
cultivées durant 5 jours dans une plaque a 24 puits en présence ou en absence de PDE et en présence ou en
absence de 20 ng/mL de VEGF ou FGFb. A la fin de chaque période d’incubation, les cellules sont comptées sur

cellule de Malassez.
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I.2. Implication du récepteur S-Gal.

Afin de s’assurer que les effets observés des PDE sur I’angiogencse sont bien
médiés par la fixation des PDE sur le récepteur S-Gal, nous avons utilisé¢ des antagonistes tels
que le lactose ou le V-14. Le lactose agit en diminuant I’affinité de 1’¢élastine sur le récepteur
et entraine sa dissociation. A 1’opposé, le peptide V-14 est un inhibiteur compétitif car il
reproduit la séquence de fixation de 1’¢lastine du récepteur. Ces molécules suppriment les
effets des PDE sur la formation de pseudotubes de cellules HMECs cultivées sur Matrigel, ce

qui démontre 1’implication du récepteur S-Gal (Figure 48).
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Figure 48: Effet de différents inhibiteurs du récepteur S-Gal sur la formation de

pseudotubes induite par les PDE. Les cellules HMECs sont cultivées sur un gel épais de Matrigel en
présence de PDE (1 pg/mL) en présence ou non de différents inhibiteurs. Apreés 24 heures d’incubation a 37°C
les cellules sont observées en microscopie optique (X 10) et photographiées a 1’aide d’un appareil photo
numérique. La quantification des réseaux observés se fait a 1’aide du logiciel Adobe Photoshop apres
transformation des Photos en noir et blanc. Les pseudotubes apparaissent en pixels noirs sur fond blanc. La
quantification correspond alors a la quantité de pixels noirs sur la quantité de pixels totale.

I.3. Implication de la MT1-MMP.

Etant donné le role clé joué¢ par la MT1-MMP lors de la tubulogencse et la
migration des cellules endothéliales (Lafleur et coll., 2001), I’expression et la synthése de
cette dernicre ont été appréciés par RT-PCR et western blot. Les résultats rapportés au niveau
de la figure 49 montrent que les PDE sont capables d’induire I’expression et la synthése de
MTI1-MMP de fagon significative. L’expression au niveau des ARNm est optimale apres 8
heures d’incubation. La quantité de protéine a été appréciée apres 24 heures d’incubation. La
présence d’une bande a 44 Kda correspondant a la forme de maturation inactive de I’enzyme

est en faveur d’une activation conséquente de la MT1-MMP.
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Figure 49: Effet des PDE sur I’expression de MT1-MMP. Les cellules HMECs sont cultivées sur
surface plastique en absence ou en présence de PDE. (A) Aprés 0, 8 et 24 heures, les ARNs sont extraits, puis
I’expression de la MT1-MMP est appréciée par RT-PCR semi-quantitative. Les résultats sont exprimés en
pourcentage et rapportés a I’expression de GAPDH. Les colonnes oranges correspondent aux cellules incubées
en absence de PDE et les rouges en présence de 1 ng/mL de PDE. La méme expérience a été rélaisée avec des
concentrations variables de PDE pendant une période d’incubation de 8 heures. (B) Aprés 24 heures de
stimulation par 0, 0,1, 10 et 100 pg/mL de PDE, les protéines membranaires sont extraites puis soumises a un
western blot. Les résultats en triplicata sont exprimés sous la forme : moyenne = SEM. ***P<(,001, *P<0,05,
NS : non significatif.

Les PDE ayant la capacité d’induire I’augmentation de la MT1-MMP ainsi que la
tubulogenese via la fixation de ces derniers sur le récepteur S-Gal, nous avons conforté
I’implication de la MT1-MMP dans I’angiogenése induite par les PDE via [’utilisation de
différents inhibiteurs spécifiques. Les résultats rapportés dans le tableau VIII montrent que
seul les inhibiteurs ciblant la MT1-MMP entrainent une désorganisation de la tubulogenese
induite in vitro par les PDE. En effet, le batimastat est un inhibiteur de MMPs a large spectre,
le TIMP-1 est connu pour inhiber la MMP-2 mais pas la MT1-MMP et le TIMP-2 pour
inhiber les deux enzymes. Nous avons utilisé également le dérivé peptidique Dec-RVLR-cmk,
un inhibiteur synthétique de la furine convertase activateur intracellulaire de la MT1-MMP.
L’expression et I’activation de la pro-MMP-2 est également augmenté de facon concentration
dépendante par les PDE (Robinet et coll., 2005). Aucun effet n’a été observé sur I’expression

de la MMP-1, de la MMP-3 ou de I’'urokinase (résultats non rapportés).
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A- formation de pseudotubes Pixel noir par champs x 50 (unité arbitraire)
Ke 100 = 8.7
+ batimastat (107 M) 11.0+5.7 (89)
+ TIMP-2 (1 pg/mL) 20.2 £8.7 (79.8)
+ TIMP-1 (1 pg/mL) 77.1£5.7 (22.9)

+ Dec-RVLR-cmk

(0.75 mg/mL) 16.8+5.7 (83.2)

B- migration cellulaire (%) controle TIMP-2 batimastat
controle 100 82+7 (18) 62+ 6 (38)
Ke (200 ng/mL) 253 +£11 | 103+6 (59.3) | 61+£12 (75.9)
VGVAPG (200 ng/mL) 161 +4 91+ 11 (43.5) 62 +4(61.5)

Tableau VIII: Effet de différents inhibiteurs sur la tubulogenése et la migration

cellulaire. A- Les cellules HMECs (50 000 cellules) sont cultivées sur un gel épais de Matrigel en présence
ou non de PDE et de différents inhibiteurs. Apres 24 heures d’incubation a 37°C, les cellules sont observées en
microscopie optique (X 10) et photographiées a I’aide d’un appareil photo numérique. La quantification des
réseaux observés se fait a 1’aide du logiciel Adobe Photoshop apres transformation des Photos en noir et blanc.
Les pseudotubes apparaissent en pixels noirs sur fond blanc. La quantification correspond alors a la quantité de
pixels noirs sur la quantité de pixels totale. B- Les cellules HMECs (10° cellules / puits) sont cultivées dans un
milieu complet. Au bout de 24 heures, lorsque les cellules sont a confluence une blessure de 1 mm de largeur est
pratiquée a 1’aide d’une pointe. Les cellules sont ensuite lavées et incubées dans un milieu contenant 2 % de SVF
en présence ou en absence de PDE et de TIMP-2 (1 pg/mL) ou batimastat (107 M). Aprés 24 heures
d’incubation le résorbage de la blessure est mesuré par numération des cellules ayant envahies 0,5 mm? de la
surface de la blessure. Les résultats sont rapportés en % par rapport aux contrdles respectifs. Les chiffres entre
parenthése représentent les pourcentages d’inhibition par rapport aux contréles respectifs.

I.4. Influence des peptides d’élastine sur la production de cytokines.

Afin d’apprécier le profil d’expression de différentes cytokines et/ou facteurs de

croissance dans les milieux conditionnés de cellules HMECs, nous avons utilisé un kit de dosage

des différentes cytokines ou facteurs de croissance appelé « cytokine array » : ce dosage consiste

en une technique d’ immunofixation entre une série d’anticorps dirigés contre un certains nombre

de cytokines ou facteurs de croissance ayant un rdle reconnu dans le processus angiogénique

lesquelles sont fixés sur une membrane de nitrocellulose et les protéines sécrétées par les cellules

HMECGC:s. Les résultats de 1’analyse densitométrique des milieux conditionnés stimulés ou non par

les peptides d’élastine (1 pg/ml) sont rassemblés au niveau de la figure 50.
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Figure 50: Effet des PDE sur la libération de cytokines/facteurs de croissance/TIMPs.
Les cellules HMECs sont cultivées sur plastique dans un milieu minimum durant 24 heures avant d’€tre mise en
présence ou non de PDE durant 24 heures. Les milieux conditionnés sont alors récupérés puis mise en contact
avec la membrane de nitrocellulose ou sont fixés les différents anticorps. La révélation s’effectue grace a
I’activité peroxydase de 1’anticorps secondaire révélée par chimioluminescence sur un film photosensible. Les
membranes sont photographiées et analysées par densitométrie. Certains spots correspondent a des contrdles
internes a chaque membrane. Les résultats obtenus sur chaque membrane sont rapportés aux contrdles inernes et
exprimés sous la forme : moyenne + SEM.

Le profil de sécrétion des cytokines obtenu montre que les principales cytokines
induites de facon significative par les PDE sont GRO, IL-6 (Interleukine-6), 1’IL-8
(Interleukine-8), MCP-1, angiogénine, TPO et VEGF. Toutes sont connues pour leurs effets
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pro-angiogéniques. Au niveau des TIMPs, seul le TIMP-1 est augmenté. Ces résultats bien
que préliminaires montrent que les PDE sont capables d’activer 1’angiogenése par différents

mécanismes y compris par un processus autocrine et/ou paracrine via la sécrétion de ces

facteurs angiogéniques.
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Partie 11

Invalidation de ’expression de la MT1-MMP
par la technique des petits ARN interférents.
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I1. Invalidation de ’expression de la MT1-MMP par la technique
des petits ARN interférents.

Les résultats rapportés dans la littérature d’une part et ceux présentés dans la
premiére partie de nos travaux d’autre part montrent que la MT1-MMP joue un réle crucial
dans I’angiogen¢se et plus particulierement dans 1’angiogenése induite par les peptides issus
de la dégradation de 1’¢lastine (PDE). Cependant, pour établir clairement 1’implication de
cette enzyme dans ce processus nous nous sommes appuyés sur une nouvelle technique
apparue durant ’année 2001 qui consiste en I’inhibition spécifique de I’expression d’ une
protéine donnée au sein d’une cellule via la dégradation de son ARNm : I’interférence par
I’ARN (ARNi). Cette nouvelle approche nécessite 1’utilisation de petits ARN interférents

nomm¢és siRNA en anglais.

I1.1. Optimisation de la synthése des siARN.

Lors de notre étude, les siARN ont été synthétisés par transcription in vitro a 1’aide
du kit fourni par la sociét¢é AMBION. Une premiere synthése a été réalisée en suivant
scrupuleusement les données du fabricant puis les produits obtenus ont été analysés sur gel de
polyacrylamide non dénaturant a 12% (p/v). Cette approche nous a permis de visualiser de
nombreuses bandes dont certaines ne correspondent pas a la taille attendue des siARN (Figure
51). Ce résultat nous alors poussé a réaliser différentes modifications dans le protocole de

synthese :

o Le temps d’hybridation du promoteur T7 est porté¢ a 1 minute a 90°C puis 1
heure a 37°C au lieu de 2 minutes a 70°C puis 5 minutes a température
ambiante.

o La syntheése par ’enzyme de Klenow est portée a 45 minutes au lieu de 30
minutes.

o La transcription par ’ADN polymérase T7 est portée a 2 heures au lieu de 1
heures 30 minutes.

o Les quantités et les temps d’actions de la Dnase et de la Rnase sont augmentés.

Afin d’apprécier la puret¢ de ces derniers, ils sont analysés sur gel de

polyacrylamide dans des conditions non dénaturante en présence de BET.
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Figure 51: Electrophorese en gel de polyacrylamide a 12% (p/v) des siARN 228

synthétisés en condition non dénaturante avec BET. Révélation des bandes sous UV. Les siARN
ont été synthétisés soit selon notre protocole (A), soit selon le protocole fourni par la société Ambion (B).

Les concentrations des différents siARN ainsi synthétisés sont rassemblées dans le
tableau IX, seul le siARN 107 a été synthétis¢ également avec le protocole « stricte » du
fabricant. Il apparait clairement que les siARN synthétisés apres les différentes modifications
que nous avons apportées ont un degré de pureté et une concentration supérieure a ceux
synthétisés précédemment. Nous avons alors réalisé selon le méme protocole la synthese des
siARN dirigés contre les autres cibles de ’ARNm de la MT1-MMP. Les concentrations

finales obtenues sont rassemblées dans le tableau IX.

siARN Concentration avant Concentration apreés
(position sur ’ARNm) modifications modifications
107 8,8 uM 21,4 uM
228 ND 12,46 uM
949 ND 242 uM
1462 ND 23,5 UM

Tableau IX: Concentrations finales de siARN obtenus apreés synthese. ND, non déterminé.
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I1.2. Marquage des siARN a la Cyanine 3.

Afin d’apprécier la localisation intracellulaire des siARN, nous réalisons le
marquage de ces derniers a la Cyanine 3 permettant ainsi leurs visualisations par microscopie
confocale a fluorescence. Les cellules HMECs sont cultivées puis transfectées par le siARN
107 dans des plaques de culture Labtec adaptés pour les techniques de microscopie confocale.
La visualisation s’effectue 72 heures aprés la transfection par 25 nM de siARN 107 ou
ssiARN 107 (Figure 52).

Nous observons une localisation intracellulaire diffuse au niveau du cytosol dans le
cas du ssiARN alors que la localisation du siARN 107 est périnucléaire ce qui est conforme a
une localisation ciblée du siARN sur ’ARN messager aprés sa sortie du noyau et sa
maturation. De plus, les cellules transfectées par le siARN 107 montrent un aspect
morphologique différent des autres. En effet, ces derniéres sont pour la plus part ronde avec
trés peu de lamellipode alors que les cellules transfectées avec le siARN dégénéré on un
aspect semblable a celui des cellules controles: elles sont étalées avec de nombreux
lamellipodes. Ceci est en accord avec ce qui a été précédemment rapporté dans la littérature
lors d’utilisation de siARN marqué afin d’inhiber I’expression d’autres génes (Nykanen et

coll., 2001).

SIRNA, 47

Figure 52: Localisation intracellulaire du siARN 107 marqué a la Cyanine 3. Les
cellules HMECs sont cultivées dans un milieu complet jusqu’a atteindre 60 % de confluence puis ces
derniéres sont transfectées avec le stARN 107 (d,e,f) ou le ssiARN 107 (a,b,c) marqué a la Cyanine 3 durant
72 heures. (a,d) Analyse par microscopie confocale du siARN dégénéré (ssiARN107) et siARN107
respectivement. (b,e) Analyse par microscopie en contraste de phase du ssiARN107 et du siARNI107,
respectivement. (c,f) Recouvrement des images obtenues par fluorescence et par contraste de phases pour le
ssiARN 107 et le siARN 107, respectivement. Les fléches indiquent la position des siARN et du noyau.
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I1.3. Effets du siARN 107.

I1.3.1. Influence du siARN sur D’expression de la MT1-MMP dans les cellules
endothéliales.

Afin d’augmenter nos chances d’arriver a une inhibition maximum de I’expression
de la MT1-MMP, 4 séquences cibles situées au sein de I’ARN messager de cette dernicre ont
¢été sélectionnées. Elles sont situées au niveau des positions 107, 228, 949, 1462 a partir du
codon de départ AUG. Apres avoir réalisé la synthése de ces derniers, nous effectuons les
premiers essais de transfection avec le siARN dirigé contre la séquence situé en position 107

(Figure 53 et 53 bis) apres optimisation de différents parameétres dont :

-le nombre de cellule a ensemencer afin d’atteindre environ 60% de confluence le jour de
transfection avec les siARN.

-la quantité d’agent transfectant (oligofectamine).

siARNjo7 (nM)  ssiARN;o7 (nM)

~A_ A

M C 25 50 25 50

6H MT1-MMP
1
GAPDH
MT1-MMP
24H
GAPDH
MT1-MMP
72H
GAPDH

Figure 53: Cinétique d’extinction de I’expression de 1a MT1-MMP par le siARN 107. Les
cellules HMECs sont cultivées dans un milieu complet jusqu’a 60% de confluence, puis transfectées avec des
concentrations variable de siARN107 ou du siARN107 dégénéré (ssiARN107) durant différents temps.
L’expression de la MT1- MMP a été déterminée par RT-PCR semi-quantitative et comparée a celle d” un géne
de ménage (GAPDH). Le produit de PCR a ensuite été analysé dans un gel d’agarose a 1 % (p/v). Les cellules
contréle (C) ont été incubé avec de I’oligofectamine seul. Le marqueur de taille pX174/Haelll (M) a été utilisé
pour évaluer la longueur des fragments de PCR. L’évaluation semi-quantitative de I’expression de la MT1-MMP
a été réalisée sous UV a I’aide du logiciel Bioprofil (Vilbert-Lourmat, Marne la Vallée, France). Les résultats
obtenus sont représentatifs de trois expériences indépendantes présentant des résultats similaires. NS, non
significatif; *P<0.05; **P<0.01; ***P<0.001.
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Figure 53 bis: Cinétique d’extinction de ’expression de la MT1-MMP par le siARN 107.
Les cellules HMECs sont cultivées dans un milieu complet jusqu’a 60% de confluence, puis transfectées avec
des concentrations variable de siARN107 ou du siARN107 dégénéré (ssiARN107) durant différents temps.
L’expression de la MT1- MMP a été déterminée par RT-PCR semi-quantitative et comparée a celle d” un géne
de ménage (GAPDH). Le produit de PCR a ensuite été analysé dans un gel d’agarose a 1 % (p/v). Les cellules
contréle (C) ont été incubé avec de I’oligofectamine seul. Le marqueur de taille X174/Haelll (M) a été utilisé
pour évaluer la longueur des fragments de PCR. L’évaluation semi-quantitative de I’expression de la MT1-MMP
a été réalisée sous UV a I’aide du logiciel Bioprofil (Vilbert-Lourmat, Marne la Vallée, France). Les résultats
représentent la moyenne = SEM de 3 expériences.. NS, non significatif; *P<0.05; **P<0.01; ***P<0.001 ; NS,
non significatif.

Le siARN 107 permet d’inhiber de fagon significative 1’expression de la MT1-
MMP dans les cellules HMECs. Cette inhibition est quasi maximum a une concentration de
25 mM apres 72 heures de transfection. Il est préférable d’utiliser les concentrations en
siARN les plus faibles possibles afin d’éviter toute réponse de type interféron de la part des
cellules pouvant entrainer une dégradation d’ARN non spécifique et la mort cellulaire (Stark

et coll., 1998).

Les autres siARN synthétisés ont été testés sur I’expression de la MT1-MMP dans

les conditions similaires a celle du siARN 107 (Figure 54).
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Figure 54: Effet des différents siARN synthétisés sur I’expression du géne de la MT1-

MMP par RT-PCR. Les cellules HMECs sont cultivées dans des plaques 6 puits dans un milieu complet
jusqu’a atteindre 60% de confluence. Les différents siARN sont alors transfectés durant 72 heures a la
concentration de 25 nM. Les ARN totaux sont alors extraits, puis 1I’expression de la MT1-MMP est appréciée par
RT-PCR semi-quantitative. L'analyse densitométrique est présentée sous la figure sous forme de la moyenne +
SEM. ** p<0,01 : significativement différent par rapport au ssiARN respectifs.

Ces résultats montrent que parmi toutes les séquences cibles sélectionnées sur
I’ARNm de la MT1-MMP seul les siARN reconnaissant les séquences situées en position 107
et 228 entrainent une inhibition significative de 1’expression alors que les siARN
reconnaissant les cibles 949 et 1462 n’ont quasiment aucun effet. En effet il a été rapporté que
les siARN reconnaissant des séquences cibles éloignées du codon AUG de départ sont
beaucoup moins efficaces (Elbashir et coll., 2002). On peut aussi remarquer que le siARN
reconnaissant la séquence 107 est le plus efficace c’est pourquoi il sera utilisé lors des

expériences suivantes.

I1.3.2. Dosage Elisa de la MT1-MMP.
Les résultats que nous avons obtenus nous montrent que le siARN 107 inhibe de
fagon significative ’expression de la MT1-MMP. Grace un kit Elisa spécifique de la MT1-
MMP totale, nous avons pu apprécier la quantité¢ totale de MT1-MMP présente dans les
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cellules HMECs apres leur transfection durant 72 heures avec le siARN reconnaissant la
séquence 107 de I’ARN messager de la MT1-MMP (Figure 55).

Les résultats montrent que la quantité¢ totale de MTI-MMP est augmentée en
présence de PDE. Le PMA, un ester de phorbol utilis¢ comme témoin positif, augmente
¢galement 1’expression de la MT1-MMP ce qui est en accord avec les résultats obtenus dans
notre laboratoire (Brassart et coll., 1998) et ceux rapportés dans la littérature (Foda et coll.,
1996). Cette augmentation est supprimée lorsque les cellules sont préalablement transfectées
avec le siARN 107 dans les conditions citées précédemment, démontrant ainsi ’efficacité et

la spécificité du siARN 107 vis-a-vis de ’ARNm de la MT1-MMP.

a +PMA
EQ r TR
22 3} =
£33 %
Vv o " o
Eu 2.5 1
v

2v 2 :
a
EE 1-5_
= c 1
==
]
o 05|
= 0

OF

PDE

Figure 55: Quantité totale de MT1-MMP présente apreés transfection des cellules

HMEC:s avec le siARN 107 ou le ssiARN 107. Les cellules HMECs sont cultivées en plaque 6 puits et
transfectées a 60 % de confluence par 25 nM de siARN 107 (siARN) ou par le siARN 107 dégénéré (ssiARN)
ou par I’oligofectamine seul (OF), durant 72 heures. Ensuite, le milieu est remplacé par du milieu frais contenant
2% (v/v) sérum puis les cellules sont incubées en absence (— PDE) ou en présence (+ PDE) de PDE (1 pg/mL)
ou en présence de 107 M de PMA (Phorbol Myristate Acetate), durant 24 heures. La MT1-MMP totale est
ensuite analysée par dosage Elisa. Les résultats représentent la moyenne + SEM de quatre expériences. NS, non
significatif; *P<0.05; **P<0.01; ***P<0.001. Les chiffres entre parenthése représentent les pourcentages
d’inhibition.

I1.3.3. Immunolocalisation de la MT1-MMP.
L’extinction de ’expression de la MT1-MMP, mesurée au niveau de I’ARNm par

RT-PCR et au niveau protéique, mesurée par dosage Elisa, a ensuite été confirmé par

immunofluorescence a 1’aide du marquage de la MTI-MMP par un anticorps couplé a la
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FITC permettant ainsi d’apprécier sa localisation cellulaire ainsi que son abondance (Figure
56).

Les cellules transfectées avec le siARN 107 montrent un marquage beaucoup moins
intense par rapport a celles transfectées avec le ssiARN 107 ou aux cellules contrdles
démontrant I’effet de ce siARN sur la diminution de la synthése de la MT1-MMP. On note
¢galement une différence de morphologie des cellules, celles transfectées avec le st ARN107

ne présentent plus de pseudopodes.

Contrale siRMNA107 ssiRNA107

Figure 56: Effet du siARN 107 sur le marquage intracellulaire de la MT1-MMP par

un anticorps couplé a la FITC. Les cellules HMECs sont cultivés sur plaque 24 puits jusqu’a
atteindre 60 % de confluence. Ces dernicres sont ensuite transfectées soit avec le siARN 107 soit le ssiARN
107,, durant 72 heures a la concentration de 25 nM. Les cellules sont ensuite trypsinisées puis remis en
culture sur des lamelles situées au fond d’une plaque 24 puits durant 24 heures. On réalise alors une
immunofluorescence sur la MT1-MMP. Les résultats obtenus sont représentatifs de 3 expériences.

I1.3.4. Influence du siARN 107 sur P’activation de la proMMP-2.

Etant donné le réle central joué par la MT1-MMP dans 1’activation de la proMMP-
2 (Kinoh et coll., 1996), il nous est donc apparu pertinent d’analyser les conséquences de cette
diminution de la quantit¢ de MT1-MMP sur ’activation de la proMMP-2 médiée par les
peptides d’¢élastine. Pour cela nous avons apprécié par zymographie en gel de gélatine
I’activation de la proMMP-2 au niveau membranaire dans les cellules transfectées durant 72
heures par 25 nM de siARN 107 (Figure 57).

Les PDE sont capables d’entrainer I’activation de la proMMP-2 sous sa forme
active comme il a déja pu étre démontré dans nos travaux. Les cellules transfectées avec le
siARN 107 n’expriment plus la forme activée (MMP-2) de la proMMP-2 mais accumulent la
forme zymogéne (proMMP-2). Ce résultat est donc corrélé a la forte diminution de la MT1-

MMP, I’activateur physiologique de la proMMP-2.
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Figure 57: Effet du siARN 107 sur Dactivation de la proMMP-2 au niveau de la

membrane cellulaire. Les cellules HMECs sont cultivées en plaque 6 puits et transfectées a 60 % de
confluence avec 25 nM de siARN 107 (siARN) ou de siARN 107 dégénéré (ssiARN) ou d’oligofectamine seul
(OF), durant 72 heures. Ensuite, le milieu est remplacé par du milieu frais contenant 2 % (v/v) SVF, puis les
cellules sont incubées en absence (—-PDE) ou en présence (+PDE) de PDE (1 pg/mL) durant 24 heures. Les
protéines membranaires sont alors extraites puis analysées par zymographie en gel de gélatine (9 % (p/v)). Les
résultats obtenus sont représentatifs de trois expériences indépendantes présentant des résultats similaires.

I1.3.5. Influence du siARN 107 sur la tubulogenése induite par les PDE.

Nos travaux ont démontré la capacité des PDE a induire I’angiogenése in vitro et in
vivo a travers 1’augmentation de 1’expression et de 1’activation de la MT1-MMP. De
nombreuses autres études ont démontré le role central de la MT1-MMP dans I’angiogenése
induite par certains facteurs comme le collageéne de type I (Haas TL. et coll., 1998), le facteur
de croissance hepathocytaire (Wang et coll., 2000), la thrombine (Lafleur et coll., 2001),
I’hypoxie et la reoxygénation (Ben-Yosef et coll., 2002), CCL2 et CXCLS8 (Galvez et coll.,
2005), le VEGF-C (Bauer et coll., 2005). Il nous ait donc apparu judicieux d’observer le
comportement de cellules HMECs préalablement transfectées avec le siARN 107, puis
cultivées sur Matrigel (une surface mimant le milieux extracellulaire et ou elles se
réorganisent en pseudotube) et stimulées par les PDE.

Les résultats rapportés au niveau de la figure 58 montrent que les PDE favorisent
I’angiogenése in Vitro et que cette induction de 1’angiogenése disparait lorsque 1’on utilise des
cellules HMECs préalablement transfectées avec le siARN 107, alors que les cellules
transfectées avec le ssiARN 107 ont gardé leur capacité de formation de pseudotubes intacte.
Nos résultats confirment I’importance de la MT1-MMP dans I’angiogenése induite par les

PDE.
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Figure 58: Conséquence de Pinhibition de D’expression de la MT1-MMP sur la

formation de pseudotubes induite par les PDE. (A) Les cellules HMECs sont cultivées en plaque 6
de siARN 107 (siARN) ou de siARN 107 dégénéré
(ssiARN) ou d’ oligofectamine seul (OF), durant 72 heures, puis les cellules sont cultivées sur Matrigel durant
24 heures dans un milieu contenant 2 % (v/v) de SVF et en présence de 1 pg/mL de PDE. La formation des
aide d’un microscope possédant un appareil photo
numérique. Les photos ont été prises a 1’aide d’un objectif x 10. (B) L’évaluation semi quantitative des
irs par rapport aux pixels totaux a I’aide d’un logiciel
+ SEM de quatre expériences. ***P<0.001 ; NS, non

puits et transfectées a 60 % de confluence avec 25 nM

pseudotubes a été observée en contraste de phase a I’

pseudotubes a été réalisée aprés I’estimation des pixels no
d’analyse d’images. Les données représentent la moyenne
significatif.
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I1.4. Spécificité des siARN.

L’un des avantages de I’utilisation de cette technique est sa spécificité envers la
cible sélectionné. En effet lors du design des cibles situées sur ’ARNm de la MT1-MMP,
nous nous sommes tout d’abord assuré que ces séquences cibles de 21 nucléotides n’étaient
présentes que dans le géne de la MT1I-MMP ceci afin d’éviter toute inhibition d’'un ARNm
autre que celui d’intérét. Ceci a été réalisé a I’aide du moteur de recherche en ligne « Blast ».
Cependant, il fallait aussi nous assurer que les autres MT-MMPs n’étaient pas impliquées
dans les phénoménes observés lors du traitement des cellules avec le stARN 107. Pour cela
nous avons analysé, apres transfection des cellules avec le siARN 107 (25 nM) durant 72
heures, I’expression par RT-PCR des MT-MMPs appartenant au méme sous groupe de la
MT1-MMP, c'est-a-dire transmembranaire (Ueda et coll., 2003),

MT-MMP MT-MMP
ssiRNA 107 siRNA 107
z A A
& N N
M S
MT2 MT3I MTS MT1 MT2 MT3I MTS MTI

Figure 59: Analyse par RT-PCR de P’effet du siARN 107 sur I’expression des MT-

MMPs transmembranaires. Les cellules HMECs sont cultivées dans un milieu complet jusqu’a
atteindre 60 % de confluence puis ces derniéres sont transfectées avec les sSiARN 107 ou ssiARN 107. Apres
72 heures de transfections, les ARN totaux sont extraits puis une RT-PCR est réalisée. Le résultat montré est
représentatif de 3 expériences.

Les résultats obtenus et rapportés au niveau de la figure 59 démontrent que le
siARN 107 inhibe de fagon spécifique la MT1-MMP et que les autres MT-MMPs du méme
sous groupe ne sont pas ciblées. Les effets observés sont donc uniquement du a I’inhibition de
la MT1-MMP. On peut observer par ailleurs que I’expression de la MTI-MMP est
quantitativement plus élevée que celle des autres MT-MMPs appartenant au méme sous

groupe.

I1.6. Transfection stable du siARN 107 dans les cellules HT-1080.
Nous avons pu démontrer que le siARN dirigé contre la position 107 de I’ARNm
de la MT1-MMP entrainait une diminution de la synthése de cette protéine que nous avons pu

apprécier par divers moyens dans les cellules endothéliales. Cependant cette inhibition n’est
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que transitoire et ne perdure pas plus de 3-7 jours dans les cellules en prolifération (Yang et
coll., 2001 ; Holen. et coll., 2002) et 3 semaines dans des cellules non proliférantes comme les
neurones (Omi et coll., 2004). Etant donné le role clé¢ de la MT1-MMP dans divers processus
physiopathologiques et en particulier dans I’angiogenése tumorale, il nous ait apparu
judicieux d’avoir en notre possession une lignée invalidée en MT1-MMP par la technique des
siARN et ce de fagon stable dans le temps. Ceci afin de nous doter d’un outil trés intéressant
dans la perspective d’étudier in vivo le role de la MT1-MMP dans la progression tumorale. Le
plasmide utilisé a été décrit dans la partie Matériel et Méthodes (Méthodes 11.6.1.5.2). Apres
avoir réalis¢ le clonage des cassettes codant le siARN 107 et le ssiARN 107, différents essais
de transfection sont réalisés afin d’obtenir le meilleur rendement. Au vue de nos résultats, le
rapport plasmide/agent transfectant utilisé sera lors de nos expériences de 4 pg de plasmide /
5 pL de lipofectamine 2000.

Les cellules transfectées sont ensuite cultivés dans des flacons de culture de 25 cm?
jusqu’a atteindre la confluence. L expression du gene de la MT1-MMP est ensuite analysée

par RT-PCR semi quantitative (Figure 60).

ssiARN 107 siARN 107

MT1-MMP

GAPDH

100 11,4

’

Figure 60: Effet de la transfection du vecteur pRNATIn Neo codant le siARN 107 ou le
ssiARN 107 sur P’expression et la synthése de la MT1-MMP dans les cellules HT-1080.

Les cellules transfectées par le plasmide sont cultivées dans des flacons de 25 cm? jusqu’a confluence. Les ARN
totaux sont ensuite extraits et une RT-PCR est réalisé afin d’apprécier 1’expression de la MT1-MMP. Le produit
de PCR est ensuite analysé sur gel d’agarose (1 % p/v) en présence de BET. Le résultat présenté est représentatif
de 3 expériences. Les résultats quantitatifs sont obtenus par analyse densitométrique des bandes et exprimés par
rapport au controle ssiARN107 ramené a 100.

Le résultat obtenu montre une diminution significative de 1’expression de la MT1-
MMP dans les cellules transfectées avec le plasmide codant le siARN 107 comparée au

ssiARN 107. Cette diminution est d’un facteur 9 environ.
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Partie 111

Signalisation intracellulaire induite par la
fixation des peptides d’¢lastine sur le récepteur
S-Gal dans les cellules endothéliales.
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II1. Signalisation intracellulaire induite par la fixation des peptides

d’élastine sur le récepteur S-Gal dans les cellules endothéliales.

Les travaux réalisés précédemment au sein du laboratoire ont montré que les PDE,
comme la kappa-¢lastine et le peptide (VGVAPG);, induisent I'expression de la MMPs en
particulier celle de la MMP-2 et de son activateur physiologique la MT1-MMP dans les
cellules de mélanomes M3;DA (Ntayi et coll., 2001) de fibrosarcome HT-1080 (Brassart et
coll., 1998) et endothéliales (Robinet et coll., 2005), ainsi que I’expression de MMP-1 dans
les fibroblastes humains (Duca et coll., 2002). Dans toutes ces cellules, les effets des PDE
sont médiés par le récepteur a 1’¢lastine S-Gal. Les voies de signalisation induites par ce
récepteur ont été étudiées dans certains types cellulaires comme les cellules musculaires lisses
(Mochizuki et coll., 2002) et les fibroblastes (Duca et coll., 2005) mais trés peu dans les

cellules endothéliales. Dans cette 3°™ partie, nous traiterons des mécanismes de transduction
du signal suite a la fixation des PDE sur S-Gal dans les cellules endothéliales conduisant a

I’activation de I’angiogenese.

III.1. Influence des peptides d’élastine sur la production de NO par les

cellules endothéliales-Implication de S-Gal.

Les premiers travaux concernant I’influence des PDE sur 1’endothélium
mentionnent un effet vasodilatateur dépendant de la production de NO et une augmentation du
calcium intracellulaires et nucléaire dans les cellules endothéliales (Faury et Coll., 1998). 11
nous a donc semblé intéressant dans un premier temps d’étudier 1’influence des PDE sur la
production de NO par les cellules endothéliales.

La quantité de NO synthétisée ainsi que sa cinétique de production ont été mesurées
par dosage colorimétrique (Méthodes 11.5.). L’influence des PDE sur la production de NO a
¢té comparée a celle du VEGF, un agent pro-angiogénique reconnu (Leung et coll., 1989).
Les PDE induisent une libération du NO qui est au moins comparable a celle induite par le
VEGF qui est un des agents pro-angiogénique les plus efficaces connus a ce jour. Cette
production est maximum a des doses de PDE relativement faibles (1 pg/mL) et relativement

rapides avec un maximum a 45 minutes (Figure 61).
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Figure 61: Effet des PDE sur la synthése de NO comparé au VEGF. Les cellules endothéliales
(1x10°) sont cultivées sur plastique dans un milieu dépourvu de sérum durant 24 heures. Aprés ajout des PDE
(0,1-1 pg/mL) durant (A) 45 minutes ou (B) durant la période indiquée, les milieux conditionnés sont récupérés
puis la quantité de NO est dosée par une technique colorimétrique. Les résultats représentent la moyenne + SEM
de quatre expériences. ***p<0,001 ; **p<0,01.

L’utilisation d’un antagoniste du récepteur S-Gal, le lactose, et d’un inhibiteur
compétitif, le peptide V-14, montre que I’effet des PDE sur la production de NO est médié par

le récepteur a 1’¢lastine (Tableau X). En effet, le lactose et V-14 suppriment les effets des

PDE.
Facteurs Quantité de NO produit (umoL /mL)
Controle 0.63+ 0.32
Ke (1 pg/mL) 6.48+ 0.82 P<0.001
(VGVAPG); (200 ng/mL) 7.5+ 0.91 P<0.001
Lactose (10™°M) 1.01+ 0.28
V-14 (50 uM) 0.69+0.31
Ke + Lactose 1.02+0.28
Ke + V-14 0.91+0.18
(VGVAPG);+ Lactose 0.82+0.22
(VGVAPG);+ V-14 1.1+ 0.39

Tableau X: Implication du récepteur S-Gal dans les effets des PDE sur la libération de
NO. Les cellules HMECs (1x10°) sont cultivées sur plastique dans un milieu dépourvu de sérum durant 24
heures. Aprés ajout des PDE durant 45 minutes en absence ou en présence des inhibiteurs, les milieux
conditionnés sont récupérés puis la quantit¢ de NO est dosée par une technique colorimétrique. Les résultats
représentent la moyenne + SEM de quatre expériences.
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I11.2. Implication de la NO synthase dans la régulation de I’expression de

la MT1-MMP médiée par les PDE.

I11.2.1. Influence d’inhibiteurs de NO synthase sur la régulation de I’expression de la
MT1-MMP médiée par les PDE.

Nos résultats précédents et ceux rapportés dans des études antérieures montrant une
augmentation de I’activité de la NO synthase dans les cellules endothéliales stimulées par les
PDE (Ostuni et coll., 2002), nous ont incité a utiliser des inhibiteurs de NO synthase : le F-
3325 et le L-NIO. La mesure du NO produit en présence de 1I’un de ces 2 inhibiteurs, en
I’occurrence le F-3325, a été tout d’abord appréciée afin de s’assurer de son efficacité. Le
résultat obtenu et présenté sur la figure 62 confirme 1’implication de la NO synthase dans

I’effet des PDE sur la libération de NO.
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Figure 62: Effet du F-3325 sur la production de NO induite par les PDE. Les cellules
endothéliales HMECs sont cultivées sur plastique dans un milieu dépourvu de sérum durant 24 heures, puis
incubées pendant 1 heure en présence du F-3325 suivi d’une incubation de 45 minutes en présence de PDE (1
pg/mL), les milieux conditionnés sont récupérés puis la quantité de NO est dosée par dosage colorimétrique. Les
résultats sont exprimés représentent la moyenne + SEM de quatre expériences. ***P<0,001 : NS, non
significatif.

Les résultats obtenus (Figure 63) montrent que les effets des PDE sur 1’expression
de la MTI-MMP sont abrogés par I’utilisation de 1’inhibiteur de NO synthase, démontrant

ainsi I’implication d’une NO synthase dans ces effets et confirmant les résultats obtenus par

d’autres équipes auparavant.
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Figure 63: Effet d’un inhibiteur de NO synthase sur la MT1-MMP induite par les PDE.
Les cellules HMECs (1x10°) sont cultivées sur surface plastique en absence ou en présence de F-3325 (200 pM)
pendant 1 heure puis pendant 24 heures en absence ou en présence de PDE (1 pg/mL), les ARN totaux sont
récupérés et soumis a (A) une RT-PCR semi-quantitative et a (B) un Western Blot de la pro-MT1-MMP au
niveau membranaire afin d’apprécier le taux d’expression de la MT1-MMP. Les résultats présentés sont
représentatifs de trois expériences indépendantes présentant des résultats similaires. Les chiffres sous la figure A
représentent les pourcentages par rapport au contréle 100.

Afin de confirmer ce résultats, nous avons utilis¢é un autre inhibiteur de NO
synthase plus spécifique de eNOS: le L-NIO. Ce dernier a été testé sur la capacité des PDE a
induire la MT1-MMP. Le résultat obtenu et rapporté au niveau de la figure 64 montre la

disparition de I’augmentation de la synthése de la MT1-MMP induite par les PDE.

Ke - + -
L-NIO - - + +
proMT1-MM?+E-~ -
MT1-MMP [ .

Figure 64: Effet du L-NIO, un inhibiteur de NO synthase, sur I’expression de la MT1-

MMP induite par les PDE. Les cellules HMECs sont incubées pendant 1 heure sur surface plastique en
absence ou en présence de de L-NIO (10 pM) et pendant 24 heures en absence ou en présence de PDE (1
pg/mL). Aprés 24 heures, les protéines membranaires sont récupérés et analysées par Western Blot a I’aide d’un
anticorps anti MT1-MMP reconnaissant le domaine catalytique.

Nous avons bien confirmation des résultats précédemment obtenus, démontrant

I’implication de eNOS dans les effets des PDE sur I’augmentation de la MT1-MMP.
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I11.2.2. Influence du F-3325 sur la régulation de ’activation de la proMMP-2 médiée
par les PDE.

Il faut rappeler qu’un des effets des PDE est d’augmenter de fagon conséquente

I’activation de la proMMP-2. Cette activation étant MT1-MMP dépendante, nous avons donc

étudié 1’¢état d’activation de la proMMP-2 dans des cellules endothéliales incubées en absence

ou en présence de F-3325 (Figure 65).

PDE - = + +
F-3325 -+ -+

proMMP-2 >
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Figure 65: Effet de F-3325, un inhibiteur de NO synthase, sur D’activation de la
proMMP-2 induite par les PDE. Les cellules HMECs sont cultivées sur surface plastique pendant 1

heure en absence ou en présence de F-3325 (200 uM) puis pendant 24 heures en absence ou en présence de PDE
(1 pg/mL) Apres 24 heures d’incubation, les protéines membranaires sont analysées par zymographie en gel de
gélatine afin d’apprécier 1’état d’activation de la proMMP-2. Les chiffres sous la figure représentent les
pourcentages par rapport au contrdle 100.

L’induction de I’activation de la proMMP-2 induite par les PDE est abolie par
’utilisation de I’inhibiteur de NO synthase, F-3325. Ceci démontre que la diminution de
MT1-MMP a pour conséquence la disparition de la bande d’activation de la proMMP-2. Par
ailleurs, on observe également une diminution de la quantit¢ de proMMP-2 associée a la
membrane dans les cellules incubées avec le F-3325, ce qui corrobore des résultats rapportés

dans la littérature. (Robinson et coll., 2006) Ces résultas nous on donc amener a approfondir

le role du NO dans les effets des PDE.

I11.2.3. Influence de F-3325 sur la régulation de la tubulogenése médiée par les PDE.
Les résultats précédents ont montré 1’'implication de eNOS dans 1’augmentation
d’expression de la MT1-MMP médi¢e par les PDE, ce qui suggere que I’inhibition de
I’activité de la NO synthase pourrait avoir des conséquences sur la tubulogenése. Les résultats
rapportés au niveau de la figure 66 montrent en effet que I’inhibiteur F-3325 supprime les
effets des PDE sur la formation de pseudotubes par les cellules endothéliales cultivées sur

Matrigel.
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Figure 66: Effet d’un inhibiteur de NO synthase, le F-3325, sur la tubulogenése. Les
cellules HMEC:s sont cultivées sur un gel épais de Matrigel en absence ou en présence de F-3325 (200 uM) puis
pendant 24h en absence ou en présence de PDE (1 pg/mL). Aprés 24 heures d’incubation a 37°C, les cellules
sont observées en microscopie optique (X 10) et photographiées a 1’aide d’un appareil photo numérique. La
quantification des réseaux observés se fait a I’aide du logiciel Adobe Photoshop aprés transformation des Photos
en noir et blanc et comptage des pixels. Les pseudotubes apparaissent en pixels noirs sur fond blanc. La
quantification correspond alors a la quantité de pixels noirs sur la quantité de pixels totale. Les résultats
représentent la moyenne = SEM. ***P<0.001, NS, non significatif.

II1.3. Activation de la voie PI;Kinase/Akt/Erk1/2 par les PDE dans les

cellules endothéliales.

I11.3.1. Implication de la sous unité p110y de la PI;Kinase.

Compte tenu de nos résultats précédents sur la production de NO médiée par les
PDE et le role bien connu de la voie PI;Kinase/Akt/eNOS dans le phénotype angiogeéne des
cellules endothéliales, nous avons étudié I’influence des PDE sur cette voie de signalisation et
son implication dans la régulation de I’expression de la MT1-MMP et de la tubulogenése. Un
test d’activité de la PI;Kinase a donc été réalisé sur les cellules HMECs stimulées ou non par
les peptides d’¢lastine (1 pg/mL). Nous nous sommes focalisés sur les sous unités p110y et
p85 car des travaux antérieurs menés dans notre laboratoire ont montré que les PDE activent
la sous unité p110y dans les fibroblastes (Duca et coll. 2005). Cette sous-unité appartient aux
PI;Kinase de la classe I alors que p85 appartient aux PI;Kinase de la classe 14 (Yart et coll.,
2002).

Les résultats rapportés au niveau de la figure 67 montrent clairement que c’est la
sous-unité pl10y qui est impliqué dans les effets des PDE. En effet, I'analyse des activités
kinases de deux sous classes démontre que les PDE induisent une forte activation de p110y,
tandis que les isoformes de classe I associées aux sous-unités régulatrices p85 ne sont pas

activées. Nos résultats montrent que la PI;Kinase de classe Iz p110y est exprimée par les
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cellules endothéliales HMECs. Ceci représente a notre connaissance la premicre

démonstration de sa présence dans de telles cellules.

p110y p85
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Figure 67: Test d’activité de la PI;K aprés stimulation par les PDE. Les cellules (5.10°) sont
mises au repos puis stimulées pendant 30 min en absence ou en présence de PDE (1 pg/ml). Les extraits
cellulaires sont ensuite préparés et des quantités égales en protéines entre les différents essais sont soumises a
une immunoprécipitation avec un anticorps anti-p85 ou anti-p110y. La réaction kinase est effectuée pendant 15
min en présence d ATP(y-"*P), en utilisant le phosphatidyl inositol (PI) comme substrat. Les lipides sont ensuite
extraits, séparés par chromatographie sur couche mince (CCM) et la plaque est autoradiographiée. Le
phosphatidylinositol 3-phosphate (PI;-P) produit est identifié comme tel en comparant son Rf a celui d'un
contréle commercial. L'autoradiogramme montré est représentatif de trois expériences indépendantes présentant
des résultats similaires.

I11.3.2. Implication de la protéine kinase Akt.

La protéine Akt/PKB est une protéine kinase intracellulaire impliquée dans de
nombreux signaux et connue pour étre la cible principale activée par la PI;Kinase (Alessi et
coll., 1996). Ceci nous a donc logiquement conduit a étudier son état d’activation suite a
I’action des PDE (1 pg/mL).

Les résultats sur la cinétique de phosphorylation d’Akt en présence de PDE
montrent une augmentation de P-Akt avec un maximum compris entre 5 et 10 minutes
d’incubation (Figure 68 A). Un deuxieme type d’expérience a été réalisé sur des cellules
endothéliales incubées pendant 10 minutes en absence et en présence de PDE afin de

confirmer les effets des PDE sur 1’activation d’ Akt (Figure 68 B).
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Figure 68: Implication de la protéine AKT lors de la stimulation par les PDE. Aprés la mise
au repos, les cellules HMECs (1x10°) sont traitées avec les PDE (1 pg/ml) pendant (A) des temps variables (0 a
60 minutes) ou (B) en absence et en présence de PDE pendant 10 minutes. Les extraits cellulaires sont ensuite
analysés par western-blot avec des anticorps antiphospho-Akt (ser 473). La membrane est ensuite déshybridée
puis réhybridée avec un anticorps anti Akt total.

L’ensemble de ces résultats montre que la voie PIsKinase/Akt/NOS est activée par

les PDE dans les cellules endothéliales.

I11.3.3. Implication de la PI;Kinase dans la régulation de I’expression de la MT1-
MMP, la tubulogenése et la production de NO.

Afin de démontrer I’implication de la PI;Kinase dans la régulation de 1’expression
de la MT1-MMP et de la tubulogenése médiées par les PDE, nous avons utilisé un inhibiteur
spécifique de PI;Kinase, le LY294002. L’augmentation de 1’expression de la MT1-MMP
induite par les PDE analysée au niveau des ARNm par RT-PCR et au niveau de la protéine

par western Blot est totalement supprimée dans les cellules incubées en présence de

LY294002 (Figure 69).
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Figure 69: Effet du LY294002 sur ’expression et la synthése de la MT1-MMP induite

par les PDE. (A) les cellules HMECs (1x10°) sont incubées en absence ou en présence de LY294002 pendant
45 minutes puis pendant 24 heures en absence ou en présence de PDE (1 pg/mL). Les ARN sont extraits et
I’ARNm de la MT1-MMP est analysé par RT-PCR. L’ARNm de la GAPDH est utilis¢ comme témoin du
rendement d’extraction des ARN. (B) Analyse par western blot de la MT1-MMP a I’aide d’un anticorps anti
MT1-MMP reconnaissant le domaine catalytique. Aprées 24 heures d’incubation les protéines membranaires sont
extraites et la protéine est détectée a 1’aide d’un anticorps spécifique. Les chiffres représentent les pourcentages
par rapport au contrdle100.

Comme il a été précédemment démontré dans notre laboratoire, les PDE sont
capables d’entrainer I’augmentation de la proMMP-2 ainsi que son activation au niveau de la
membrane via la MT1-MMP. C’est pourquoi nous avons étudi¢ en parallele I’influence du
LY294002 sur ces effets.

Les résultats rapportés sur la figure 70 montrent que le LY294002 suppriment
totalement les effets induits par les PDE sur 1’accumulation de proMMP-2 et de MMP-2 a la
fois dans les milieux conditionnés et associés a la membrane. On note également une forte
diminution de la quantit¢ de proMMP-2 dans les cellules incubées en présence de LY294002

par rapport aux cellules controles.

Ke - + - +
A Ly294002 S = S +
T prommp-2—
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Ly294002 - - - +
- B = [ProMMP-2
MMP-2

(MMPs associces a la membrane)

Figure 70: Confirmation de ’implication de la PI;K sur la production et I’activation de
la proMMP-2 induites par les PDE. Les cellules HMECs (5x10’ cellules par puit) son incubées pendant
45 minutes en absence ou en présence de LY294002 (25 uM) puis incubées pendant 24 heures en absence ou en
présence de 1 pg/mL de PDE. Les milieux conditionnés (A) ainsi que les extraits cellulaires (B) sont analysés
par zymographie en gel gélatine (9 % p/v). Le LY294002 est préincubé dans le milieu d’incubation des HMECs,
1 heure avant I’ajout de I’effecteur (PDE).
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L’effet du LY294002 sur D’expression de la MT1-MMP et de la MMP-2 se
répercute au niveau du phénotype angiogeéne des cellules endothéliales car comme le montre
la figure 71, la formation de pseudotubes sur Matrigel médiée par les PDE est inhibée en

présence de cet inhibiteur.
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Figure 71: Effet d’un inhibiteur de PI;Kinase, le 1L.Y294002, sur la tubulogenése. Les
cellules HMECs sont cultivées sur un gel épais de Matrigel pendant 45 minutes en absence ou en présence de
LY294002 (25 uM) puis en absence ou présence de PDE (1 pg/mL). Aprés 24 heures d’incubation a 37°C, les
cellules sont observées en microscopie optique (X 10) et photographiées a 1’aide d’un appareil photo numérique.
La quantification des réseaux observés se fait a 1’aide du logiciel Adobe Photoshop aprés transformation des
Photos en noir et blanc et quantification des pixels. Les pseudotubes apparaissent en pixels noirs sur fond blanc.
La quantification correspond alors a la quantité de pixels noirs sur la quantité de pixels totaux. Les résultats sont
expromés en unité arbitraire. ***P<0,001.NS, non significatif.

L’ensemble de ces résultats démontre 1’implication de la PI;Kinase dans la
tubulogénese médiée par les PDE a travers I’augmentation de 1’expression de la MT1-MMP
que ce soit au niveau de son géne ou de la protéine associée a la membrane. Le role de cette
kinase dans la régulation de la MT1-MMP au cours du processus d’angiogencse a déja été
décrit dans les cellules endothéliales stimulées par divers facteurs comme les chemokines
CCL2 (Galvez et coll., 2005), ainsi que lors de la réorganisation du cytosquelette induite par
la cytochalasin D ou le VEGF (Ispanovic et coll. 2006).

Il a été rapporté dans la littérature que la variation de production de NO par
différents effecteurs mettait en jeu la voie PI;Kinase / Akt / eNOS (Moralez-Ruiz et coll.,
2001) Afin de faire le lien entre les effets des PDE sur I’activation de cette voie et la
production de NO, nous avons utilisé différents inhibiteurs comme le LY294002. Les résultats
rapportés au niveau de la figure 72 montrent que 1’inhibiteur de PI;Kinase, le LY294002,
supprime les effets des PDE sur la production de NO par les cellules endothéliales.

L’axe PIzKinase / Akt est donc impliqué dans la production de NO induite par les
PDE, ce qui est a déja été rapporté dans la littérature pour d’autres effecteurs comme les

contraintes de cisaillement (Dimmeler et coll., 1999), les oestrogenes (Hisamoto et coll.,
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2001), I’angiogenése induite par la sphingosine 1 phosphate (Rikitake et coll., 2002) ou par la
prostaglandine E2 (Namkoong et coll., 2005)
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Figure 72: Effet du LY294002 sur la production de NO induit par les PDE. Les cellules
HMEQC:s sont incubées pendant 45 minutes en absence ou présence de PDE (1 pg/mL) et en absence ou présence
de LY294002 (25 uM. Les milieux conditionnés sont récupérés puis la quantité de NO est dosée par dosage
colorimétrique. Les résultats représentent la moyenne + SEM de quatre expériences. <0,001, NS, non
significatif.

I11.3.4. Implication de Erk 1/2 dans la régulation de I’expression de la MT1-MMP
médiée par les PDE.

Des résultats précédents obtenus dans notre laboratoire ont montré que dans les
fibroblastes humains les PDE activent Erk1/2 via un mécanisme indépendant de RAS mais
nécessitant la coopération des voies de signalisation PI;Kinase/Raf-1/Mek1/2 et PKA/b-
Raf/Mek1/2 (Duca et coll., 2005). Compte tenu des résultats présentés précédemment, nous
avons examiné si un tel mécanisme pouvait exister dans les cellules endothéliales. Dans un
premier temps nous avons réalisé une cinétique afin d’étudier 1’activation de Erkl/2 en
présence de PDE. Comme le montre la figure 73, nous observons une augmentation de la
forme phosphorylée de Erk 1/2 avec un maximum a 15 minutes soit légeérement apres le

maximum de phosphorylation observé au niveau de la protéine Akt.
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Figure 73: Cinétique d’action des PDE sur la phosphorylation de Erk 1/2. Aprés la mise au
repos, les cellules HMECs (1x10°) sont incubées en présence de PDE (1 pg/ml) pendant les temps indiqués. Les
extraits cellulaires sont ensuite analysés par western blot avec des anticorps antiphospho-Erk 1/2 (T202/Y204).
La membrane est ensuite déshybridée puis réhybridée avec un anticorps Erk total.




165

Afin de déterminer le role de Erk1/2 dans la régulation de 1’expression de la MT1-
MMP dans les cellules endothéliales nous avons utilisé le U0126, inhibiteur spécifique de
MEK 1/2, I’activateur de Erk 1/2. L’analyse par RT-PCR des ARNm de la MT1-MMP et par
western blot de la protéine montre que U0126 supprime 1’augmentation d’expression de la

MT1-MMP induite par les PDE (Figure 74).
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Figure 74: Implication de Erk 1/2 dans ’augmentation de la MT1-MMP induite par les

PDE. Les cellules HMECs (1x10° sont cultivées dans un milieu dépourvu de sérum pendant 24 heures. Puis,
elles sont préincubées en absence ou présence de UO126 (10 uM) pendant 1 heure suivie d’une autre incubation
de 24 heures en absence ou présence de PDE (1 pg/mL). (A) les ARN totaux sont extraits puis une RT-PCR est
réalisée afin d’analyser les ARNm de la MT1-MMP, (B) les protéines membranaires sont extraites puis un
Western Blot est réalisée a 1’aide d’un anticorps anti MT1-MMP reconnaissant le domaine catalytique. Les
chiffressous les figures représentent les poucentages calculés par rapport au contréle 100.

Ces résultats confirment I’implication de la voie Erk 1,2 dans les effets médiés par les PDE.

I11.3.5. Role des PKA sur ’activation d’Erk 1/2 médiée par les PDE.

Des résultats précédemment obtenus dans notre laboratoire avaient démontré que
les PDE ¢étaient capable d’activer la voie AMPc via la kinase PKA conduisant ainsi a la
phosphorylation de Erk1/2 et a la production de MMP-1 dans le milieu extracellulaire de
fibroblastes dermiques (Duca et coll., 2002 ; Duca et coll., 2005). C’est pourquoi, nous avons
voulu savoir si la voie impliquant la PKA était mise en jeu dans 1’activation de la voie Erk1/2
induite par les PDE, et conduisant a la synthése de MT1-MMP. Pour cela nous avons utilisé
deux inhibiteurs spécifiques de PKA : H-89 et KT-5720 et un inhibiteur de PI;Kinase, le
LY294002, comme controle positif. Puis nous avons appréci¢ la capacité des PDE a activer
phosphoryler Erk1/2. Comme le montre la figure 75, les PDE sont capables d’induire la

phosphorylation de Erk 1/2 avec un maximum situé¢ a 15 minutes comme nous ’avons vu
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précédemment. La cinétique de phosphorylation de Erk 1/2 n’est pas modifiée en présence du
KT-5720 et du H-89 a la différence du LY294002 qui supprime les effets des PDE sur la
phosphorylation de Erk 1/2. Ces résultats démontrent que contrairement aux fibroblastes, les

PKA ne sont pas impliquées dans les effets induits par les PDE sur les cellules endothéliales.
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Figure 75: Effet des inhibiteurs de PKA (H-89 et KT-5720) et d’un inhibiteur de

PI;Kinase sur la phosphorylation de Erk 1/2 induite par les PDE. Les cellules HMECs (1x10°)
sont cultivées sur plastique dans des plaques 6 puits jusqu’a atteindre 90 % de confluence. Les cellules sont
préincubées pendant 1 heure en présence des différents inhibiteurs avant la mise en présence des PDE. Apres
stimulation durant le temps indiqué, les protéines totale sont récupérées en présence d’inhibiteurs de protéinases,
puis analysées par western blot a I’aide d’anticorps anti phospho-Erk 1/2. Pour plus de clarté, les blots
correspondant a la révélation de Erk 1/2 total n’a pas été présenté sur cette figure mais nous avons vérifié¢ que la
quantité totale de Erk 1/2 est similaire sur chaque piste.

I11.3.6. Cinétique d’activation de p38 par les PDE.

L’implication de p38 dans les effets biologiques des PDE n’a jamais été démontrée
dans aucun type cellulaire. Cependant, étant donn¢ son implication dans 1’activation de la
MMP-2 et de la MMP-9 médiée par le PMA dans les cellules de Glioblastome (Park et Coll.,
2002), il nous a semblé intéressant d’étudier cette voie dans les cellules endothéliales
HMECs. Les résultats rapportés sur la figure 76, montrent que les PDE induisent une
déphosphorylation de P-p38 avec un maximum a 15 minutes ce qui correspond au maximum
d’activation de la voie Erk 1/2. Ce résultat est en accord avec ce qui a été rapporté dans
littérature notamment lors de 1’activation de la MTI-MMP en culture 3D de cellules
endothéliales sur collagéne de type I (Boyd et coll, 2005 ; Singh et coll., 1999) ou lors de
I’activation de 1’invasion des cellules carcinomateuses induite par le TGF-B1 (Munshi et coll.,
2004) ou la voie p38 peut agir comme inhibiteur de la voie Erk1/2 et vice versa. L’inhibition

de phospho-p38 par les PDE pourrait donc favoriser la phosphorylation de la voie Erk 1/2.
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Figure 76: Cinétique de phosphorylation de p38 aprés traitement par les PDE. Apres la
mise au repos, les cellules HMECs (1x10°) sont incubées en présence de PDE (1 pg/ml) pendant les temps
indiqués. Les extraits cellulaires sont ensuite analysés par western-blot avec des anticorps antiphospho-p38
(Y180). La membrane est ensuite déshybridée puis réhybridée avec un anticorps anti p38 total.

I11.3.7. Role d’Akt dans P’activation de Erk 1/2 médiée par les PDE.

Nos précédents résultats ont montré une augmentation de la forme phosphorylée de
Akt en présence de PDE avec un maximum de phosphorylation situé entre 10 et 15 minutes.
Connaissant la capacité de la kinase Akt a activer la voie MEK 1/2 /Erk 1/2 et disposant dans
notre laboratoire d’un plasmide codant un dominant négatif Akt, nous avons donc étudié les
conséquences de I’inactivation de cette kinase sur es effets des PDE et notamment sur la
phosphorylation de Erk 1/2.

En accord avec nos précédents résultats, les PDE induisent la phosphorylation et
donc l'activation de Erk 1 (Figure 77). Les cellules endothéliales transfectées avec un vecteur
vide répondent parfaitement a une stimulation par les PDE. Par contre, l'utilisation du
dominant négatif Akt ne bloque pas l'activation de Erk 1 induite par les PDE. Au contraire,
une augmentation importante de la phosphorylation de Erk 1 est observée. Ceci pourrait
s’expliquer par le fait que la kinase Akt peut aussi jouer le réle de répresseur de la voie Erk

1/2 en inhibant Raf-1 (Zimmermann et coll., 1999).
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Figure 77: Effet du dominant négatif Akt sur ’activation de Erk 1 induit par les PDE.
Les cellules HMECs (1x10°) sont cotransfectées avec Akt-DN (ou un vecteur vide) et pECE-HA-ERKI et
pEGFP-CI, ce dernier servant a vérifier I'efficacité de la transfection. Les cellules sont ensuite mises au repos
puis stimulées pendant 15 min avec des PDE (1 pg/mL). Les extraits cellulaires sont soumis a une
immunoprécipitation avec un anticorps anti-HA. La présence des formes phosphorylées de Erk 1-HA est
analysée par western-blot avec des anticorps antiphospho-Erk 1/2 (T202/Y204). La membrane est ensuite
déshybridée puis réhybridée avec un anticorps anti-Erk 1/2 afin de montrer 1'égalité des dépots.
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II1.4. Stimulation de la voie GMPc¢/PKG/MEK1/2/Erkl1/2 par le NO

conduisant a la régulation de I’expression de la MT1-MMP.

Plusieurs équipes ont démontré que le NO pouvait moduler la synthése de MMPs
dans les cellules endothéliales, comme la MMP-13 (Zaragoza et coll., 2002), la MMP-2
(Milkiewicz et coll., 2006) ou la MMP-9 (Phillips et Birnby, 2004). Nous nous sommes donc
logiquement interrogé sur le role du NO dans 1’activation de I’expression de la MT1-MMP

médiée par les PDE.

I11.4.1. Influence des PDE sur la production de GMPc.

Etant donné le role du NO via le GMPc dans I’activation de la voie PKG/MEK/Erk
et la régulation du promoteur de la MMP-13 (Zaragoza et coll., 2002), nous avons examiné
dans un premier temps, l’influence des PDE sur la production de GMPc. Le peptide
(VGVAPQG); induit une augmentation du GMPc de maniere concentration et temps dépendant
(Tableau XI). Le lactose inhibe 1’effet induit par les PDE ce qui démontre aussi I’implication

du récepteur S-Gal.

Concentration en GMPc (pmoL/lO6 cellules)
Effecteurs
Temps d’incubation (minute)
VGVAPG
( (ng/mL) )3 0 5 10 15
0 ND
0,1 ND
0,2 7.5+0.4
1 36.9+0.8
10 ND | 245+08 | 33.8+0.6 63.5+1.2
25 66.0 £ 0.6
Lactose (10°M) ND
(VGVAPG);
(10pg/mL) 42+0.4
+ lactose

Tableau XI: Influence des PDE sur la production de GMPc. Les cellules HMECs (1x10°)
sont cultivées sur plastique dans un milieu dépourvu de sérum durant 24 heures. Aprés ajout du peptide
(VGVAPG); durant un laps de temps variable, les milieux conditionnés sont récupérés puis la quantité de
GMPc est dosée par une technique immunologique : le GMPc présent dans les échantillons entre en
compétition avec le GMPc marqué et coaté sur une plaque a 96 puits. Les résultats représentent la moyenne +
SEM de quatre expériences. ND, non détecté.

I11.4.2. Influence du GMPc sur I’expression de la MT1-MMP.
Les résultats précédents suggérent que les PDE pourraient réguler 1’expression de la
MTI1-MMP via le GMPc. Afin de vérifier cette hypothése, nous avons utilisé un analogue de
GMPc, le 8-Bromo-GMPc, et analysé son influence sur 1’expression de la MT1-MMP.
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Les résultats rapportés sur la figure 78 montrent clairement une augmentation concentration
dépendante de I’expression de la MTI-MMP que ce soit au niveau des ARNm que de la

protéine.
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Figure 78: Effet d’un analogue du GMPc sur la synthése de la MT1-MMP. Aprés la mise
au repos, les cellules HMECs (1x10°) sont incubées en présence de 8 Br-cGMP (de 0 a 1000 pM) durant 18
heures. Les ARNs totaux sont ensuite extraits puis soumis a une RT-PCR afin de déterminer le taux
d’expression de la MT1-MMP par rapport a celui de la GAPDH. Les extraits cellulaires sont analysés par
western-blot a I’aide d’un anticorps anti MT1-MMP reconnaissant le domaine catalytique. Les blots montrés
sont représentatifs de trois expériences indépendantes présentant des résultats similaires. Les chiffres en
dessous des figures représentent les pourcentages par rapport au contrdle 100 déterminés apreés analyse
densitométrique.

Ces résultats confirment I’implication du GMPc dans la régulation de 1’expression

de la MT1-MMP dans les cellules endothéliales.

I11.4.3. Influence d’un donneur de NO sur ’expression de la MT1-MMP.
Les effets précédents sont également reproduits par un donneur de NO, le DEA-
NOate (Figure 79), ce qui confirme le lien entre les PDE, la production de NO et
I’augmentation de I’expression de la MTI-MMP. Ce lien est d’autant plus vrai qu’un
inhibiteur de la guanylyl cyclase soluble ODQ, laquelle est responsable de la production de
GMPc, supprime totalement les effets des PDE sur 1’expression de la MT1-MMP (Figure 80).



170

DEA-NOate

- +

Wi ,
GAPDH > [

100 307

DEA-Noate (uM)
0 10 100 250

proMT1-MMP»> “g
MT1-mmp }

100 110 140 280

Western blot

Figure 79: Effet d’un donneur de NO (DEA-NOate) sur I’expression et la synthése de

MT1-MMP. Aprés la mise au repos, les cellules HMECs (1x10°) sont incubées en absence ou en présence de
DEA-NO (de 0 a 250 pM) durant 18 heures. Les ARNs totaux sont ensuite extraits puis soumis a une RT-PCR
afin d’analyser 1’expression de la MT1-MMP par rapport a celle de la GAPDH. Les extraits cellulaires sont
analysés par western-blot a 1’aide d’un anticorps anti MT1-MMP reconnaissant le domaine catalytique. Les
chiffres sous les figures représententy les pourcentages déterminés par rapport au contréle 100 déterminés aprés
analyse densitométrique.
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Figure 80: Effet de ODQ sur I’expression de la MT1-MMP induite par les PDE. Aprés la
mise au repos, les cellules HMECs (1x10°) sont incubées en absence ou en présence de ODQ (10 pM) pendant
une heure suivi d’une seconde incubation de 8 heures (RT-PCR) ou 24 heures (Western blot) en absence ou en
présence de PDE (1 pg/mL). Apres 8 heures d’incubation, les ARN sont extraits et I’ARNm de la MT1-MMP est
analysé par RT-PCR. L’ARNr 18S est utilis¢é comme témoin du rendement d’extraction des ARN. Au niveau
protéique, la MT1-MMP est analysée par western blot a 1’aide d’un anticorps anti MT1-MMP reconnaissant le
domaine catalytique. Aprés 24 heures d’incubation les protéines membranaires sont extraites et la protéine est
détectée a 1’aide d’un anticorps spécifique. Les chiffres sous les figures représentent les pouventages par rapport
au controle 100 déterminés apres analyse densitométrique.

I11.4.4. Implication de la voie raf-1/Erk1/2.
L’implication de Erk 1/2 dans la régulation de l’expression de la MT1-MMP
médiée par les PDE, nous a donc logiquement incité a étudier 1’influence du DEA-NOate sur

la voie Raf-1/ Erk1/2. Comme le montre la figure 81, le DEA-NOate est capable d’activer la
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voie Raf-1/ Erk1/2 de fagon concentration dépendante. Ceci est en accord avec ce qui a déja

¢été décrit dans les fibroblastes murins par Monteiro et coll. en 2005.
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Figure 81: Influence du DEA-NQOate sur la phosphorylation de Raf-1 (ser 338) et de

Erkl (Tyr 202). Aprés la mise au repos, les cellules HMECs (1x10°) sont incubées en présence de DEA-
NOate (de 0 a 250 uM) durant 18 heures. Les extraits cellulaires sont ensuite analysés par western-blot avec des
anticorps anti phospho-Erk 1/2 (T202/Y204). La membrane est ensuite déshybridée puis réhybridée avec un
anticorps anti Erkl, puis anti Raf-1. L’histogramme représente les rapports p-Erk1/Erkl1 calculés aprés analyse
densitométrique des membranes. Les résultats sont exprimés en unité arbitraire.

Par ailleurs le DEA-NOate a la concentration de 250 uM induit une activation

progressive de Erk 1/2 jusqu’a 90 minutes d’incubation (Figure 82).
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Figure 82: Cinétique d’activation de Erk 1/2 par le DEA-NQate. Apres la mise au repos, les
cellules HMECs (1x10°) sont incubées en présence de DEA-NOate (250 pM) durant différents temps. Les
extraits cellulaires sont ensuite analysés par western-blot avec des anticorps antiphospho-Erk 1,2 (T202/Y204).
La membrane est ensuite déshybridée puis réhybridée avec un anticorps anti Erk total. L’histogramme représente
les rapports Erk1,2/Erk total déterminés par analyse densitométrique des membranes. Les résultats sont exprimés
en unité arbitraire.
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L’ensemble de ces résultats montre que 1’augmentation de 1’expression de la MT1-
MMP induite par le NO est médiée par I’axe GCs/PKG/Raf-1/MEK1/2/Erk1/2.
En conclusion, les PDE agissent sur la régulation de I’expression de la MT1-MMP
a travers 2 voies de signalisation: la voie PI3Kinase/Akt/eNOS et la voie

NO/GMPc¢/MEK1/2/Erk1/2. L’ensemble de nos résultats est résumé sur la figure 83.
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Figure 83: Schéma récapitulatif de la signalisation intracellulaire médiée par la fixation
des peptides d’élastine sur le récepteur S-Gal dans les cellules HMECS. Les effecteurs en

rouge induisent une inhibition des effets des PDE. Le DEA-Noate et le 8-bromo-cGMP reproduisent les effets
des PDE.
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I. Discussion

La matrice extracellulaire a ¢été longtemps considérée uniquement comme un
échafaudage inerte servant a maintenir la cohésion physique des tissus. Des recherches
effectuées ces vingt derniéres années ont permis de mettre en évidence que la matrice
extracellulaire est une structure extrémement dynamique, capable d’activer des voies de
signalisation intracellulaires influencant un large spectre de fonctions biologiques telles que
I’adhésion cellulaire, la migration, la prolifération, la différenciation, I’apoptose et la survie
des cellules. Parmi les composantes de la MEC, 1’¢lastine est la protéine la plus résistante et
sa demi vie est la plus longue de toutes les molécules. Les principales fonctions biologiques
de I’¢lastine est de conférer 1’¢lasticité nécessaire aux organes et aux tissus. Cependant, des
¢tudes ont montrés que 1’¢lastine ainsi que les peptides résultant de sa dégradation possedent
diverses propriétés biologiques (Faury et coll., 1998) comme la prolifération des fibroblastes
dermiques (Groult et coll., 1991), la chémotaxie pour les monocytes et les fibroblastes (Indik
et coll.,, 1990), la vasodilatation dans les anneaux aortiques (Faury et coll., 1995), la
vasodilatation dépend de I’endothélium (Faury et coll., 1998), I’inhibition de la réponse
migratoire des cellules musculaires lisses aux chemoattractants (Ooyama et coll., 1987), la
régulation de la prolifération des cellules musculaires lisses (Ito et coll,, 1998) et
I’augmentation du taux intracellulaire de calcium dans les leucocytes et les cellules
endothéliales (Faury et coll., 1998; Varga et coll., 1989). De plus, la réalisation de
biomatériaux contenant des protéines dérivées de [’¢lastine permet la croissance, la
prolifération et I’entretien du phénotype des cellules endothéliales (Dutoya et coll., 2000). Il a
été montré que les PDE contenant la séquence VGVAPG sont générés a partir de 1’¢élastine
pulmonaire par 1’¢lastase leucocytaire humaine dans les lavages broncho alvéolaires chez les
patients souffrant d’emphyseéme (Maccioni et Moon, 1993). De plus, les séquences SGVAPG,
AGGLPG et MGGIPG retrouvées dans la chaine a; du collagéne de type XV, la chaine o, du
collagéne de type V et dans les structures covalentes de fibrilline respectivement, miment les
effets des PDE dans des modéles d’angiogénése in vitro. Au sein de notre laboratoire, les
propriétés de ces peptides ont trés largement été étudiées. A des concentrations retrouvées
dans la circulation (10° & 10? mg/mL) (Kucich et coll., 1983; Fulop et coll., 1990), ces
peptides sont capables d’induire la réorganisation du cytosquelette dans les cellules
endothéliales lorsque ces derniéres sont cultivées sur Matrigel comme il a pu étre aussi
démontré dans les cellules musculaires lisses (Mochizuki et coll., 2002). D’autre part, cette
réorganisation du cytosquelette est en accord avec d’autres résultats démontrant 1’influence

des PDE sur le flux calcique et la réorganisation microtubulaire. Ces propriétés sont associées
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a une activation du systeme MT1-MMP/MMP-2 dans plusieurs mode¢les cellulaires (Seiki et
Yana, 2003) dont les cellules endothéliales ou ces peptides augmentent de fagon significative
I’expression et I’activation de la proMT1-MMP ainsi que de la proMMP-2. Ces effets pro-
angiogéniques sont médiés via le récepteur associé a la membrane EBP étant donné que
I’utilisation du lactose ou du peptide V14 (peptide compétiteur) abolie les effets des PDE sur
la migration des cellules endothéliales, la formation des pseudotubes et 1’activation de la
proMT1-MMP et de la proMMP-2. Les résultats obtenus en utilisant des inhibiteurs de la
MTI1-MMP et qui reproduisent des effets similaires a ceux du lactose et du V-14 sur la
migration cellulaire et la tubulogenése, nous ont encouragé a utiliser la technique
d’interférence par I’ARN afin de développer une approche d’invalidation de I’expression de
cette enzyme. Les siARN, qui sont les médiateurs de l’interférence par I’ARN, ont été
synthétisés par transcription in vitro a ’aide de la polymérase T7 et qui, selon plusicurs
¢tudes, ont une efficacité 20 fois supérieur aux siARN synthétisés chimiquement.
L’amélioration des conditions de synthése que nous avons apporté¢ a augmenté de facon
spectaculaire a la fois le rendement de synthése mais aussi et surtout le degré de pureté des
siARN. En effet, la présence de nombreux produits intermédiaires de réaction peuvent
interférer sur le potentiel d’action des siARN en interagissant avec d’autres séquences de
I’ARNm entrainant ainsi des conséquences incontrdlable et faussant nos résultats. Les
différents essais réalisés dans un premier temps avec le siARN reconnaissant la séquence
cible située en position 107 sur ’ARNm de la MT1-MMP (siARN 107), nous ont permis de
déterminer la concentration minimum en siARN afin d’obtenir une inhibition maximum de
I’expression de la MT1-MMP. Ainsi, la transfection des cellules HMECs avec 25 nM de
siARN 107 durant 72 heures est suffisante pour obtenir une inhibition de 75% du taux
d’ARNm de la MT1-MMP. 1l faut noter que 1’utilisation du siARN 228 a la concentration de
50 nM avait aussi une efficacité significative sur I’expression de la MT1-MMP, cependant la
concentration d’utilisation des siARN doit étre la plus faible possible afin d’éviter la mise en
place de la réponse interféron qui déclenche une forte réaction antivirale non spécifique (Stark
et coll., 1998). Apres avoir testé les quatre siARN synthétisés dans ces conditions, il apparait
que seuls les siARN reconnaissant les cibles situées en position 107 et 228 a partir du codon
d’initiation de I’ARNm de la MT1-MMP ont un effet significatif. Il a été rapporté que plus les
siARN reconnaissent des séquences cibles proches du codon de départ, plus ces derniers sont
efficaces. Cependant, les séquences cibles ne doivent pas étre situées dans les 50 premicres
paires de bases afin d’éviter toutes interférences, via des contraintes stériques, avec le
complexe d’initiation de la transcription. De la méme fagon, des séquences cibles trop

¢loignées du codon de départ risquent de ne pas étre des cibles efficaces étant donné la
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possibilité accrue de formation de structure secondaire de ’ARNm de type tige boucle
(Elbashir et coll., 2001).

La localisation périnucléaire du siARN 107 marqué a la Cyanine 3 est en accord avec
ce qui a été rapporté lors de I'utilisation d’autres siARN marqués (Byron et coll., 2002 ;
Nykanen et coll., 2001). Cette localisation pourrait représenter les sites ou le complexe RISC
reconnait les siARN, formant ainsi le complexe RISC-siARN activé et qui peut ainsi
reconnaitre sa séquence cible (Montgomery et coll., 1998). D’autre part cette reconnaissance
des séquences cibles sur I’ARNm s’effectue a partir du moment ou les ARNm quittent le
noyau afin de rejoindre le cytoplasme pour y étre traduit, c’est a ce moment que la
reconnaissance entre le complexe RISC-siARN et ’ARNm s’effectue, ceci expliquant la
localisation perinucléaire du siARN 107. A I’inverse, le ssiARN 107 se localise au niveau du
cytoplasme de fagon diffuse. Ne reconnaissant aucune séquence cible située sur I’ARNm, il
ne posséde donc aucune localisation particuliére et pourra subir une dégradation. On peut
aussi noter que les cellules HMECs transfectées avec le siARN 107 posseédent une
morphologie particuliére : elles sont ovoides avec trés peu de lamellipode, ce qui est en
accord avec le role connu de la MT1-MMP dans le contrdle de la morphologie cellulaire
(Kajita et coll., 2001), alors que les cellules transfectées par le ssiARN 107 ont un aspect
morphologique tout a fait classique de cellules endothéliales en migration. Ceci a pour
conséquence directe la désorganisation de la formation des pseudotudes sur matrigel induite
par les PDE. Ce résultat confirme le role central joué¢ par la MTI-MMP dans ’angiogénése
induite par les PDE. Récemment, 1’équipe de Ueda a aussi eu recours a cette technique
d’interférence par I’ARN afin de démontrer que 1’inhibition de cette enzyme conduisait a la
réduction significative des propriétés invasive des cellules de fibrosarcomes HT-1080 ainsi
que des cellules de carcinomes gastriques (Ueda et coll., 2003). Le marquage de la MT1-
MMP par un anticorps spécifique couplé a la FITC nous a permis d’apprécier par
immunofluorescence a la fois I’abondance et la localisation de la MT1-MMP. L’utilisation du
siARN 107 décroit de fagon spectaculaire la quantit¢é de MT1-MMP comparé au ssiARN 107.
De plus il faut noter que, dans les cellules contrdles ou transfectées par le sstARN 107, on
observe un marquage de la MT1-MMP plus intense au niveau des protusions membranaires
sous forme de clusters alors que, pour les cellules transfectées avec le siARN 107, seul le
cytosol est trés faiblement marqué. Ceci est en accord avec la littérature, en effet il a été
démontré que la MT1-MMP se localise au niveau des lamellipodes qui correspond au front de
migration des cellules (Sato et coll., 1997 ; Itoh et coll., 2001 ; Mori et coll., 2002). Cette
localisation est réalisée grace a I’interaction du domaine hémopexine de la MT1-MMP avec la
région « stem » du récepteur au hyaluronane CD44 (Mori et coll., 2002) qui est lui-méme

associ¢ a I’actine via son domaine cytoplasmique lequel va interagir avec le complexe
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protéique Ezrin/Radixin/Moesin (Sato et coll., 1997). Ceci associe donc indirectement la
MT1-MMP a I’actine expliquant ainsi en partie comment les PDE, via la MT1-MMP, peuvent
entrainer des modifications du cytosquelette et donc la morphologie cellulaire. De plus, la
MT1-MMP, et plus particuliérement son domaine hémopexine, est indispensable au relargage
de CD44 qui est en partie responsable de la migration cellulaire (Suenega et coll., 2005) tout
comme son association avec les intégrines de type Bl au niveau des protusions membranaires
(Ellerbroek et coll., 2001). Nous n’avons pas étudié¢ dans ce travail ce processus. La synthese
de MT1-MMP totale analysée par Elisa confirme I’implication de cette enzyme lors des effets
des PDE. Les PDE, tout comme le PMA, qui est un activateur connu de la MT1-MMP,
entrainent une forte augmentation de la syntheése de la MT1-MMP totale de 1’ordre de 50 %
comparée au taux basale. La transfection réalisée a 1’aide du siARN 107 abroge cette
augmentation faisant revenir le taux de MT1-MMP totale au niveau du controle. Etant donné
I’importance de la MT1-MMP dans le phénotype pro angiogénique et dans la progression
tumorale (Brassart et coll., 1998 ; Huet et coll., 2002 ; Ntayi et coll., 2004), cette stratégie
d’inhibition de la MT1-MMP représente a nos yeux une alternative a ’utilisation d’inhibiteurs
chimiques.

L’importance de la MTI-MMP ainsi que de la MMP-2 dans l‘angiogénéese et
I’invasion tumorale a été clairement établie par diverses études. Un ralentissement de
I’angiogénese a été observé chez les souris déficientes en MMP-2 (Itoh et coll., 1998) et en
MT1-MMP montrant une activation altérée de la proMMP-2 ainsi qu’un défaut de réponse a
des facteurs pro angiogénique comme les chimiokines (Galvez et coll., 2005) ou le FGF-2
dans le modele de corné murin, une déficience dans la vascularisation pulmonaire, une
altération de I’invasion vasculaire du cartilage (Zhou et coll., 2000). De plus il a ét¢ montré
que la MT1-MMP posséde un role central dans le processus de migration des cellules
endothéliales, ainsi que dans I’invasion et la formation de tubes capillaires dans différents
modeles d’angiogénése in Vvitro, comme la tubulogénése au sein d’une matrice
tridimensionnelle de collagéne ou I’invasion dans un gel de fibrine (Lafleur et coll., 2002 ;
Galvez et coll., 2001). Bien que ce soit I’'une de ses fonctions, le role de la MT1-MMP ne se
cantonne pas a la dégradation de divers éléments de la matrice extracellulaire comme les
collagenes I, II, et III, la gélatine, les laminines 1 et 5, la fibronectine, la vitronectine,l’
aggrécanne, la fibrine, et le lumicanne (d’Ortho et coll., 1997; Ohuchi et coll. 1997; Hiraoka
et coll., 1998; Koshikawa et coll., 2000; Li et coll., 2004), mais elle est capable de cliver un
certains nombre de protéines membranaires comme CD44, l’intégrine o.,fs3 et la
transglutaminase tissulaire (tTG). Toutes ces cibles étant connues comme ¢€léments

régulateurs de la migration cellulaire (Seiki, 2003).
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Un lien entre la dégradation de 1’¢lastine, 1’augmentation de la MTI-MMP et
I’angiogénese est également observé dans plusieurs pathologies cardiovasculaires (Einstein
1991 ; Thompson et coll., 1996). En effet, la dégradation des fibres élastiques (Robert et coll.,
1980) et la surexpression de la MT1-MMP (Hong et coll., 2000) ont été observées dans ces
pathologies. C’est pourquoi, apres avoir validé la stratégie d’inhibition de la MT1-MMP par
ARN interférence, il nous ait apparut tout a fait cohérent d’analyser le comportement des
cellules endothéliales transfectées avec le siARN 107 sur un substrat mimant la matrice
extracellulaire comme le collagéne de type I et le Matrigel, un équivalent de membrane
basale. Ces derni¢res forment naturellement des structures de type pseudotubes sur de telle
matrice et ce phénomene est amplifié en présence de PDE via essentiellement une
augmentation de la MT1-MMP (Robinet et coll., 2005). C’est pourquoi les cellules HMECs
ont été transfectées avec le siARN 107 avant d’étre cultivées sur Matrigel en présence de
peptides d’¢élastine. Les cellules transfectées avec le siARN 107 ne répondent plus aux PDE et
perdent quasiment toutes leur aptitude a former des pseudo capillaires démontrant ainsi que la
MT1-MMP est I’enzyme clé responsable des effets des PDE sur les cellules endothéliales.

Des études précédentes réalisées dans notre laboratoire ont démontré que les PDE sont
capable d’augmenter de fagon significative 1’expression ainsi que la synthése de la MMP-2 et
la MT1-MMP. Ceci a été démontré dans les cellules issues de fibrosarcomes HT-1080
(Brassart et coll., 1998), et dans les cellules de mélanomes (Ntayi et coll. 2004). L’induction
de la MT1-MMP dans les cellules endothéliales a été démontrée comme incontournable dans
I’angiogénése in Vvivo et in vitro induit par de nombreux facteurs (Galvez et coll., 2005).
L’utilisation d’inhibiteurs spécifiques de la MT1-MMP tels que le TIMP-2 ou une
chlorométhylcétone (inhibiteur de la furine convertase) abroge les effets des PDE sur
I’angiogénese induite par ces derniers. L’ensemble de nos résultats ont donc conforté
I’implication de la MT1-MMP dans I’angiogenése. Cependant les voies de signalisation
impliquées dans les phénoménes induits par les PDE dans les cellules endothéliales sont
totalement inconnues a I’heure actuelle.

Le rdle de la PI;Kinase a été décrit dans I’effet pro angiogénique de différents facteurs
tels que les chimiokines MCP-1 et IL-8 (Galvez et coll., 2005), le VEGF-A et la cytochalasine
D induisant une réorganisation du cytosquelette (Ispanovic et coll., 2006). Elle est aussi
impliquée lors du phénomene d’imitation de la vasculogénése par les cellules de mélanome
mettant en jeu essentiellement la MT1-MMP. C’est pourquoi, ces résultats issus de la
littérature nous on conduit a examiner le role de la PI;Kinase dans les effets des PDE sur les
cellules endothéliales. Un test d’activité de la PI;Kinase nous a tout d’abord permis de
démontrer que la sous-unité p110y était impliquée dans ces effets puisqu’en présence de PDE

la quantité de PiP3 synthétisé est augmentée de fagon significative. La PI;Kinase a déja été
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identifi¢ comme médiatrice de D’angiogénese via 1’expression de VEGF et HIF-1a.
Cependant, seul la sous unité pl10a et/ou B ont pu clairement étre impliqué tout comme dans
I’angiogénese induite par les fibroblastes via a,fB3 et le VEGF-A (Liu et coll., 2003) ou la
sphingosine-1-phosphate (Singleton et coll., 2005). Aucune autre étude n’avait donc
auparavant clairement établi la participation de la sous unit¢ pl110y, d’autant plus que
I’inhibiteur spécifique de la PI;Kinase, le LY294002, diminue 1’expression et la synthese de la

MT1-MMP lorsque cette dernicre est stimulée par les PDE. Il est largement admis que la voie
de signalisation PIsKinase/Akt est responsable de la survie cellulaire via ’activation de IKK-a

ou la phosphorylation de la protéine Bad (Brunet et coll., 1999). D’autre part, il a pu étre
démontrer dans notre laboratoire que les PDE ¢étaient capables de favoriser la survie des
fibroblastes, dans notre étude nous démontrons également que les PDE augmentent la survie
des cellules endothéliales. Compte tenu du role de Akt dans la survie cellulaire, I’étude de
I’état d’activation de la protéine kinase Akt nous est donc apparut pertinente. L’analyse de la
phosphorylation d’Akt, qui est I’'une des cibles physiologique principale du PiP3 synthétisée
par la PI3Kinase, a démontré un pic de phosphorylation aprés 10 minutes de stimulation par
les PDE au niveau de la sérine situé en position 473 laquelle est essentielle a I’activité d’ Akt
(Lynch et coll., 1999). Quand a la voie Erk1/2, son implication dans 1’angiogénése induite par
la MT1-MMP en lattis de collagéne a été démontrée (Hass et coll., 2005), ainsi que lors de la
réorganisation du cytosquelette, phénomene impliqué lors de phase précoce de I’angiogénese
(Ispanovic et coll., 2006). Dans notre travail, nous démontrons clairement que la voie Erk1/2
est activée par les PDE avec un maximum de phosphorylation a 15 minutes alors que la voie
p38 est inhibée avec la aussi un maximum de déphosphorylation a 15 minutes. Plusieurs
équipes ont déja souligné I’interconnexion des voies Erk1/2 et p38 notamment dans les
cellules de carcinomes ou I’induction de la MT1-MMP par le TGF-f se traduit par une
phosphorylation de la voie Erk1/2 et une déphosphorylation de la voie p38. L’utilisation de
différents inhibiteurs leurs a permis de démontrer que 1’inhibition de la voie p38 potentialise
la voie Erk1/2 et donc la synthése de la MT1-MMP (Munshi et coll., 2003). Plus récemment,
Boyd et collaborateurs ont montré que 1’angiogenese induite par le collagéne de type I via la
MT1-MMP est médiée par la voie Erk1/2 et que la voie p38 agissait comme rétrocontrole
négatif de la voie Erk1/2 (Boyd et coll., 2005). Nous pouvons donc suggérer que ce méme
phénomene de rétroaction de la voie p38 sur la voie Erk1/2 se déroule lors de la stimulation
des cellules endothéliales par les PDE. Concernant I’induction de la sécrétion et de
I’activation de la MMP-2 par les PDE, cette dernicre est aussi inhibée par ’utilisation du
LY294002 démontrant I’implication de la PI;Kinase dans ces effets. Cette voie a déja été mise

en ¢évidence lors de la fixation du ligand au récepteur EphB4 conduisant a 1’induction de
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I’angiogénese via la sécrétion de MMP-2 (Steinle et coll., 2002) tout comme lors de la
réorganisation du cytosquelette induite par le VEGF (Ispanovic et coll., 2002).

Les voies PI;Kinase/Akt et Erk1/2 sont donc impliqué dans les processus induits par
les PDE sur les cellules endothéliales conduisant a I’angiogéneése. 11 est largement admis que
la voie PIsKinase/Akt peut interagir sur la voie Erk1/2 via Raf-1 (Moelling et coll., 2002).
C’est pourquoi ['utilisation d’un plasmide codant un dominant négatif d’Akt (Akt-DN)
s’averait intéressant afin de pouvoir étudier I’importance de Akt sur I’activation de Erk1/2.
Les résultats obtenus montrent que 1’utilisation du Akt-DN n’a aucun effet sur Ia
phosphorylation de Erkl induit par les PDE. Au contraire, la phosphorylation sur Erk1 induite
par les PDE est exacerbée lorsque les cellules sont transfectées avec le plasmide codant le
Akt-DN. Ce résultat peut s’expliquer par le fait que Akt est connu pour inhiber Raf-1 et B-Raf
et que la PI;Kinase est capable d’activer la voie Erkl/2 via Raf-1 notamment lors de la
stimulation par I’IGF-1 dans les cellules myoblastique L6 (Cross et coll., 1994), I'IL-8 dans
les neutrophiles (Knall et coll., 1996) ou bien lors de 1’adhésion des cellules COS-7 sur un
substrat de fibronectine (King et coll., 1997). Ainsi, I’inactivation de Akt par le dominant
négatif pourrait permettre a la PI;Kinase d’activer de fagon plus conséquente la voie Erkl1/2.
Le mécanisme par lequel la PI;Kinase peut phosphoryler Raf-1 sur la sérine 338 et l'activer
pourrait faire intervenir les sérine/thréonine kinase de la famille PAK (p21-activated protein
kinase). Cette famille de kinases est composée de deux groupes : le premier est constitué de
PAKI1, 2 et 3 et le second de PAK4, 5 et 6, beaucoup moins connues. Les PAK s'associent aux
petites protéines G Rac et Cdc42, mais seulement le groupe 1 est activé par ce mécanisme
(Jaffer et Chernoft, 2002). Le role de PAK3 dans la phosphorylation de la sérine 338 de Raf-1
a été démontré (King et coll., 1998 ; Sun et coll., 2000) et PAK1 peut également participer a
la phosphorylation de ce site et a l'activation de Raf-1 (Chaudhary et coll., 2000). Dans cette
¢tude, les auteurs proposent un modele d'activation de Raf-1 : l'induction de Ras conduit a
l'activation des PIsKinase de classe Io. Les produits lipidiques de 1'action de la PI;Kinase
stimulent des Rac ou Cdc42-GEFs conduisant a 1'activation de ces protéines G qui peuvent
ainsi activer PAK 1. PAK1 peut alors phosphoryler Raf-1 sur la sérine 338 et conduire a son
activation. D’autre part, la kinase Akt, qui est activé lors de la stimulation par les PDE, peut
elle aussi interagir sur la voie Erk1/2, plus précisément sur la sérine 259 de Raf-1, mais cette
fois ci en inhibant cette dernieére comme il a pu étre démontré lors de la stimulation des
cellules MCF-7 par I'IGF-1 (Moelling et coll., 2002). On assiste donc a deux effets
antagonistes de la voie PI;Kinase/Akt sur Raf-1: PI;Kinase est capable de I’activer alors
qu’Akt de DI’inhiber. Ceci peut explique pourquoi l’utilisation du Akt-DN entraine une
phosphorylation accrue de Erkl que ce soit au niveau du taux basale ou en présence de PDE,

puisque Akt ne pourra plus jouer son role répresseur.
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Comme nous 1’avons cité précédemment, la signalisation induite par les PDE dans les
fibroblastes a été trés largement étudiée dans notre laboratoire et les résultats obtenus
démontrent que deux voies de signalisation agissent en synergie afin d’activer la voie centrale
Erk1/2 : 1a voie PI;Kinase qui est activé par une protéine G et la voie mettant en jeu I’AMPc
via la PKA. D’autre part, ce type d’activation de la voie Erkl/2 par la voie impliquant
I’AMPc a déja été décrit dans les cellules endothéliales aortiques de porc (Klingenberg et coll.
2004). Cette voie de signalisation a pu étre mise hors de cause via ['utilisation de deux
inhibiteurs chimiques de la PKA : le KT-5720 et le H-89. En effet, ces deux inhibiteurs ont
¢été testé sur la capacité des PDE a phosphoryler Erk1/2 et les résultats obtenus démontrent
que la voie impliquant la PKA n’est pas mise en jeu lors de la phosphorylation de Erk1/2 par
les PDE puisque I’on observe toujours un pic de phosphorylation de Erk1/2 apres 15 minutes
de stimulation par les PDE. Ceci est a opposer a 1’action du LY294002 qui lui abroge la
phosphorylation de Erk1/2 induite par les PDE.

Les ¢études menées ces derniéres années ont démontrées que le NO issus de
I’endothélium est un élément majeur du « switch » angiogénique. Le NO a aussi ét¢ montré
comme possédant des propriétés pro et anti angiogéniques. En effet, selon sa concentration le
NO peut avoir des effets antagonistes (Jones et coll., 2004). D’autre part, il a aussi été montré
que les PDE issus de 1’exon 26 de la tropoélastine étaient capable d’induire la production de
NO via I’induction de la eNOS (Ostuni et coll., 2002). Les auteurs ont émis I’hypothese que
I’augmentation de calcium intracellulaire induit par les PDE (Faury et coll., 1998) pouvait
avoir comme conséquence l’activation de la calmoduline (calcium dépendante) qui est elle-
méme un activateur de ’eNOS. On sait, par ailleurs, que Akt est un activateur de eNOS. Nos
résultats sur I’activation de Akt en présence de PDE nous ont poussé a approfondir 1’étude des
effets de ces peptides sur la production de NO dans les cellules endothéliales. Dans un
premier temps, afin d’apprécier I’importance de la production de NO dans les effets des PDE,
nous avons utilisé¢ deux inhibiteurs chimiques de NO synthase : le F-3325 et le L-NIO. L’effet
de ces derniers a été apprécié sur les différents effets des PDE, notamment sur I’expression de
la MT1-MMP et de la MMP-2. Les résultats obtenus montrent que 1’utilisation d’inhibiteurs
de NO synthase entraine la disparition des effets des PDE impliquant ainsi la eNOS dans les
effets de ces derniers. Ceci est en accord avec les résultats que nous avons obtenus
précédemment : en effet, nous avions démontré que la kinase Akt était phosphorylée sur la
sérine 473 apres stimulation des cellules par les PDE, or il a ét¢ démontré qu’ Akt était capable
d’activer la eNOS via sa phosphorylation sur la sérine 1177, notamment lors de I’angiogénése
induite par le VEGF (Michel et coll., 2001). D’autre part, une étude récente a pu montrer que
la voie Erk1/2 était capable d’induire la phosphorylation et donc I’activation de la eNOS

(Cale et coll., 2006). Ces différentes voies d’activation vont conduire a la synthése de NO par
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la eNOS, d’autant plus qu’il faut noter que la voie d’activation de la eNOS mettant en jeu
I’AMPc et la PKA n’est pas impliqué dans notre systéme alors que c’est une des voies
principales connues pour ’activation de la eNOS (Michell et coll., 2001).

La cinétique ainsi que la production de NO induite par les PDE a été alors
comparées a celles induites par le VEGF dans les cellules endothéliales. Les résultats obtenus
montrent que cette production est quasiment similaire. L utilisation de différents inhibiteurs
ainsi que d’un agoniste du récepteur EBP ont permis de mettre en avant les entités protéiques
mises en jeu lors de la production de NO induite par les PDE. En effet le LY294002,
inhibiteur spécifique de la PI;Kinase, est capable d’abroger les effets des PDE sur la
production de NO confirmant ainsi I’implication de I’axe PI;Kinase/Akt. De la méme fagon,
I’inhibiteur de la NO synthase, le F-3325, entraine les mémes conséquences que le
LY294002. D’autre part, I’inactivation du récepteur des PDE, via I'utilisation d’un peptide
compétiteur ou du lactose, a pour conséquence d’annuler les effets des PDE sur la production
de NO démontrant ainsi que ces effets sont bien médiés par le récepteur S-Gal associ¢ a la
membrane . Ces différents résultats démontrent que la production de NO induite par les PDE
est essentiellement du a Dactivation de eNOS médiée par la voie de signalisation
PI;Kinase/Akt via le récepteur EBP. En effet I’inhibition de cette voie va entrainer
I’impossibilité d’activation de la eNOS par Akt, I’impossibilité d’activation de la voie Erk1/2
par la PI;Kinase, qui est la voie d’activation de la MT1-MMP, et le rétrocontrdle positif de la
voie Erkl/2 sur la eNOS ne pourra avoir lieu. Tous ces événements vont conduire a la
désorganisation de la formation des pseudotubes par les cellules endothéliales en présence de
cet inhibiteur.

Etant donné le potentiel des PDE & induire la libération de NO dans le milieu
extracellulaire, nous nous sommes interrogé sur le role joué¢ par ce dernier une fois sécrété
dans le milieu extracellulaire par les cellules endothéliales. C’est pourquoi nous avons utilisé
un donneur chimique de NO : le DEA-NOate. Ce composé chimique lorsqu’il est mis en
solution aqueuse va étre hydrolysé et ainsi libérer du NO dans le milieu qui va pouvoir
diffuser librement. Plusieurs études ont montré que le NO était capable de réguler de fagcon
positive ou négative I’expression de différents composés de la matrice extracellulaire comme
le collagene, la fibronectine, la laminine (Trachtman et coll., 1995), le biglycane (Shihab et
coll., 2000), ainsi que des enzymes responsable du remaniement de cette matrice comme les
MMP-2 (Hirai et coll., 2001 ; Jurasz et coll., 2001), MMP-9 (Eberhardt et coll., 1999 ), MMP-
13 (Sasaki et coll., 1998; Zaragoza et coll., 2002), TIMP-1, tPA et PA-1 (Eberhardt et coll.,
1999 et 2002). C’est la raison pour laquelle nous avons appréci¢ par RT-PCR semi
quantitative et par Western Blot, I’expression de la MTI-MMP aprés stimulation par

différentes concentrations de DEA-NOate. Il s’avére que pour une concentration de 250 uM,
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le DEA-NOate est capable d’activer de facon significative I’expression de MT1-MMP. 1l faut
noter qu’a la concentration de 250 pM, I’effet du donneur chimique de NO est maximum sur
la MT1-MMP, cependant des concentrations supérieures ont un effet inverse et inhibent la
synthése de la MT1-MMP (résultats non rapportés). En effet, il a déja été montré dans la
littérature qu’a de forte concentration le NO est capable d’entrainer la formation d’ions
superoxyde qui sont toxiques pour la cellule entrainant un disfonctionnement cellulaire
(Squadrito et Pryor, 1998). D’autre part une étude plus récente a démontrer I’action anti
angiogénique, via I’inhibition de la voie Erk1/2, d’un donneur de NO lorsque ce dernier est
utilis¢é a de fortes concentrations (Jones et coll.,, 2004). Au vue de ces résultats, la
concentration utilisée lors des expériences suivantes a été fixé a 250 uM de DEA-NOate,
concentration a laquelle les effets de ce dernier sont maximum sur 1’expression et la synthése
de la MT1-MMP.

Apres avoir démontré que le NO synthétisé par les PDE pouvait entrainer la
synthése de MT1-MMP, nous nous sommes intéressés aux mécanismes. En effet, différentes
équipes ont montré que le NO pouvait diffuser au sein de la cellule et activer certaines voies
de transductions dans les cellules endothéliales comme la voie p21Ras/Raf-1/Erk1/2 via la
nitrosylation sur la cystéine 118 et conduisant a la synthése de VEGF (Deora et coll., 2000)
ou la voie GCs/PKG 1-o/Raf-1/Erk1/2 via P’interaction directe du NO avec I’atome de fer
hémique de la guanylase cyclase ce qui va conduire a la synthése de la MMP-13 (Zaragoza et
coll., 2002). Les expériences que nous avons réalisées ont pu démontrer qu’un donneur de NO
¢tait capable d’activer les kinases Raf-1 et Erk1/2 de facon concentration dépendante et
continue dans le temps. Comme nous ’avons cité précédemment, le NO est capable d’activer
la GCs et donc d’induire la production de GMPc au sein de la cellule conduisant a I’activation
de la PKG 1-a et de la voie Erk1/2. C’est pourquoi nous avons utilisé un analogue chimique
du GMPc, le 8-Br-cGMP, afin de mimer les effets du NO induit par les PDE. Le résultat
obtenu démontre que I’analogue de GMPc est capable d’augmenter 1’expression de la MT1-
MMP et de reproduir ainsi les effets des PDE. Ce résultat démontre ainsi que la voie induite
par le NO, en ’occurrence GCs/PKG 1-a, est capable « d’alimenter » la voie Erk1/2 et de
maintenir son activation dans le temps alors que les PDE ne sont capable d’activer cette voie
aque pendant une période de 15 minutes aprés leurs contact avec les cellules endothéliales. .
L’utilisation d’un inhibiteur de la voie GCs/PKG 1-a, en I’occurence ODQ, a entrainé la
disparition des effets des PDE sur I’induction de la MT1-MMP démontrant ainsi I’importance
de cette voie qui est induite par le NO issu des effets des PDE. C’est la premicre fois que cette
voie de signalisation est mise en évidence lors de la régulation de la MT1-MMP.

Les tissus riches en élastine sont le foyer de tumeur le plus souvent trés agressives

(poumon, peau, sein...). En effet, il a ét¢é montré notamment au sein de notre laboratoire que
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I’¢lastolyse induite par les cellules tumorales peut conduire a la collagenolyse via la fixation
des PDE sur leur récepteur et la sécretion de MMP-1 notamment dans les fibroblastes (Duca
et coll., 2002). Nous avons démontré que ces fragments sont aussi capables d’une part
d’induire la libération d’un certains nombres de cytokines et de facteurs de croissance ayant
des propriétés pro angiogéniques mais aussi d’induire un phénotype angiogene des cellules
endothéliales via 1’induction de la MT1-MMP permettant ainsi la vascularisation de la
tumeur. Tous ces élements démontrent que 1’on a faire a une boucle de rétroaction : les
cellules tumorales dégradent les composants de la matrice extracellulaire (comme 1’¢lastine)
et les produits de cette dégradation vont permettre I’amplification du phénoype tumorale des

cellules.
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I1. Perspectives.

L’ensemble des résultats obtenus lors de nos travaux nous ont permis d’envisager

plusieurs perspectives a court et moyen termes :

Tout d’abord valider le systéme d’inhibition de la MT1-MMP sur un modéle in
vivo. En effet, disposant a présent de cellules transfectées de facon stable avec
le plasmide pRNATIN, ces dernieres pourraient étre injectées dans des souris.
Nous pourrions ainsi apprécier in vivo 1’effet de 1’inhibition de la MT1-MMP
sur la croissance d’une tumeur. Ceci pouvant déboucher sur une approche
thérapeutique via notamment I'utilisation de rétrovirus codant pour le siARN

107.

Notre étude a confirmer le role amplificateur des PDE notamment dans la
progression tumorale. Dans la méme optique que la perspective précédente, il
serait intéressant de pouvoir développer une stratégie visant a inhiber le
récepteur de 1’¢lastine de fagon stable. Cette approche est en cours de

réalisation dans notre laboratoire.

La signalisation des PDE conduisant a I’induction de la MT1-MMP et donc de
I’angiogenese pourra étre complétée. En effet, nous ne connaissons pas les
facteurs de transcription impliqués dans 1’augmentation de 1’expression de la
MTI1-MMP par les PDE ou le NO. Les facteurs de transcription de la famille
ETs-1 ont ét¢ mis en évidence dans la régulation de la MT1-MMP, leurs

implications pourraient donc étre logiquement envisagées.
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RESUME

La néoangiogenese est un des processus essentiel a la progression tumorale et la
dissémination métastatique. Son initiation est déclenchée par un « switch » angiogénique en
faveur de ’expression, par les cellules tumorales, de facteurs de croissance pro angiogenes
lesquels vont favoriser la formation de nouveaux vaisseaux au sein de la tumeur afin de
permettre sa croissance et sa progression dans les tissus. L’ensemble de ces processus met en
jeu I’expression de métalloprotéinases matricielles qui vont a leur tour dégrader la matrice
extracellualire et générer des fragments doués d’activités biologiques, les Matrikines. Parmi
ceux-ci, les ¢lastokines, issues de la protéolyse de I’¢lastine, vont amplifier 1’invasion
tumorale en agissant sur les cellules par des mécanismes para et autocrines. Par des approches
méthodologiques in vivo et in vitro, nous avons démontré que les peptides issus de la
dégradation de I'¢lastine et contenant la séquence VGVAPG ¢étaient capables d’induire la
néoangiogencse en favorisant la migration des cellules endothéliales et leur tubulogenese,
ainsi que D’expression de métalloprotéinases matricielles et de cytokines/facteurs de
croissance pro angiogenes. Ces effets sont médiés par la fixation des peptides d’¢élastine sur le
récepteur a 1'¢lastine S-Gal ou EBP (Elastin Binding Protein) car le lactose, un antagoniste de
ce récepteur, et V-14, un peptide compétitif, suppriment [’action de ces peptides.
L’utilisation d’inhibiteurs nous a permis de démontrer que la MT1-MMP ¢tait la principale
enzyme impliquée dans I’ angiogen¢se induite par les peptides d’¢élastine. Nous avons
confirmé son role en développant une technique d’interférence par I’ARN visant a invalider
son expression. La diminution d’expression de la MT1-MMP, que nous avons appréciée par
RT-PCR, Western blot et Elisa, conduit a la suppression des effets des peptides d’¢lastine
notamment dans des modeles d’ angiogenése in vitro. Une approche visant a invalider de
facon stable I’expression de la MT1-MMP par I’utilisation du vecteur d’expression de siARN,
pRNATin-H1.2/NEO, a également été developpée dans les cellules de fibrosarcomes HT-
1080.

Afin de compléter notre étude, les voies de signalisations induites par la fixation des
peptides d’¢lastine sur S-Gal ont ét¢ ensuite €tudiées. Dans un premier temps, nous avons
montré que les peptides d’élastine stimulent de facon concentration- et temps-dépendant la
production de monoxyde d’azote (NO) par les cellules endothéliales. L’utilisation
d’inhibiteurs de Pls-kinase, de Akt et de NO synthase nous a permis ensuite de montrer
I’implication de la voie PI3;Kinase/Akt/eNOS sur la production de NO et I’expression de
MTI1-MMP et de proMMP-2. Nous avons démontré que cette voie via le NO induit
I’activation de Erk1,2 a travers la production de GMPc. Les effets des peptides d’élastine sur
I’expression de la MT1-MMP et la tubulogenése sont reproduits par un donneur de NO ainsi
que par un analogue du GMPc, le 8 bromo cGMP. L’activation de la guanylyl cyclase soluble
(GCs) et de Erk1/2 est indispensable a ces effets.

Nous démontrons ainsi que les peptides d’¢lastine sont capables d’induire
I’angiogenese via I’expression et I’activation de la MT1-MMP. Le mécanisme met en jeu 2
voies de signalisation qui agissent en synergie: la voie PI3;Kinase/Akt/eNOS et la voie
GCs/Raf/ MEK1/2 / Erk1/2 conduisant a I’induction de 1’expression de la MT1-MMP.

Mots clés: Peptides d’¢lastine, Cellules endothéliales, Angiogenése, MTI-MMP,
Interférence par I’ARN, Nitric Oxyde, GMPc, PI;Kinase/Akt/eNOS, Raf/ MEK1/2 / Erk 1/2.



