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RESUME

Titre : Activité anti-tumorale d’une matrikine dérivée des domaines NC1 du collagene 1V de
membrane basale

Le mélanome est le cancer cutané le plus invasif. Au cours de I’invasion tumorale et de la
dissémination métastatique, les cellules tumorales sont capables de dégrader la matrice extracellulaire par la
sécrétion de protéases telles que les MMPs. Lors de cette protéolyse matricielle, différents fragments de la
matrice extracellulaire exercant des activités anti-tumorale et/ou anti-angiogénique, nommés matrikines, sont
libérés et modulent la croissance tumorale. De nombreuses matrikines dérivées des collagénes de membrane
basale sont capables de limiter la progression tumorale. Nous avons étudié les propriétés anti-tumorales du
domaine NC1 a4(IV), nommé tétrastatine, a la fois in vitro et in vivo dans un modele de mélanome humain.
La tétrastatine induit une inhibition de la prolifération et de I’invasion des cellules de mélanome in vitro.
L’inhibition de prolifération est corrélée a un retard en phase G1/S du cycle cellulaire en présence de
tétrastatine. L’inhibtion de I’invasion peut notamment s’expliquer par une inhibition de ’activation de la
MMP-14 et une modification de sa répartition cellulaire, avec perte du phénotype migratoire en présence de
tétrastatine. In vivo, la surexpression de la tétrastatine induit une forte inhibition de la croissance tumorale,
dans un modele de xénogreffe de mélanome humain chez la souris nude. Nous avons également pu identifier
I’intégrine a,f3 comme un récepteur potentiel de la tétrastatine. Enfin, 1’étude des capacités anti-prolifératives
et anti-invasives des cellules UACC 903 en présence de différents peptides permet aujourd’hui de mieux
préciser la séquence responsable de I’activité anti-tumorale de ce domaine. En conclusion, la tétrastatine est
une nouvelle matrikine a fort potentiel anti-tumoral capable de limiter la progression du mélanome.

Mots — clés : collagene type IV, mélanome, matrikine, intégrine o, 33, métalloprotéinases matricielles,
invasion tumorale.

Title : Anti-tumor activity of a matrikine derived from NC1 domains of basement membrane
collagen 1V.

Melanoma is the most invasive cutaneous cancer. During tumor invasion and metastatic
dissemination, tumor cells degrade the extracellular matrix by secretion of proteases such as MMPs. During
matrix proteolysis, fragments of the extracellular matrix with anti-tumor and/or anti-angiogenic activities,
called matrikines, are released and modulate tumor growth. Many matrikines derived from basement
membrane collagens are able to inhibit tumor progression. We studied the anti-tumor properties of the domain
NC1 a4 (IV), named tetrastatin, both in vitro and in vivo in a human melanoma model. Tetrastatin induces
inhibition of proliferation and invasion of melanoma cells in vitro. This inhibition of proliferation is correlated
to a cell cycle delay in G1/S phase when cells are incubated with tetrastatin. The inhibition of invasion could
be due, at least partly, to the inhibition of MMP-14 active form and modification of its cellular distribution,
with a loss of the migratory phenotype in the presence of tetrastatin. In vivo, tetrastatin overexpression induces
a strong inhibition of tumor growth, in a human melanoma xenograft model in nude mice. We also identified
integrin a,f3 as a potential receptor of tetrastatin. Finally, the study of the anti-proliferative and anti-invasive
properties of the UACC 903 cells in the presence of different peptides allows us to better identify the
sequence responsible of the anti-tumor activity. In conclusion, tetrastatin is a new potent anti-tumor matrikine
capable of limiting melanoma progression.

Keywords: collagen type IV, melanoma, matrikine, a,f3 integrin, matrix metalloproteinases, tumor invasion.
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I/ INTRODUCTION

-1/ Le cancer

I-1-1/ Généralités

Dans le monde occidental, les avancées de la médecine moderne permettent une espérance de
vie de plus en plus grande. Cependant, avec une population vieillissante, I’apparition de cancers est
de plus en plus fréquente. Pour comprendre pourquoi, il faut revenir a la définition méme du cancer.

Le cancer est une maladie due a une multiplication anarchique et incontrolée d’une cellule
devenue anormale. Avec le temps, entre autres facteurs, les systémes de réparation de I’ADN ainsi
que les points de contr6le permettant une régulation de la croissance cellulaire peuvent étre altérés. A
I’origine, si une cellule devient anormale, les points de contrOle et les systemes de réparation
prennent en charge cette cellule pour rétablir son intégrité et si cela est impossible, la cellule exécute
son programme de mort cellulaire, appelé également apoptose. Lorsque la cellule échappe aux
systemes de contrble et de régulation et que 1’apoptose de la cellule n’est pas déclenchée, elle est
alors qualifiée de cellule tumorale. C’est cette cellule qui, en se développant de facon indéfinie et
anarchique au sein d’un tissu, conduit a la formation d’un amas de cellules anormales ou tumeur.

Lorsque la tumeur atteint la taille critique de 1 cm®, "oxygéne et les nutriments nécessaires a
la survie des cellules n’accedent plus au cceur de la tumeur. Les cellules tumorales sécretent alors des
facteurs pro-angiogéniques conduisant au «switch » angiogénique et 1’angiogenése tumorale se
développe. Ce processus permet la formation de néovaisseaux a partir de vaisseaux pré-existants
pour alimenter la tumeur en nutriments et oxygene. Ce processus finement régulé¢ résulte d’un
déséquilibre entre facteurs pro-angiogéniques et anti-angiogéniques. Lors de 1’angiogenese, la
matrice extracellulaire subit un remaniement. Elle est tout d’abord soumise a une dégradation par
différents systemes protéolytiques pour permettre la migration, vers la tumeur, des cellules
endothéliales formant la paroi des vaisseaux. Une fois la matrice extracellulaire fragilisée, les
cellules tumorales vont pouvoir migrer et passer dans la circulation sanguine (intravasation) pour se
déposer dans d’autres tissus (extravasation) ou elles vont se multiplier pour donner naissance a
d’autres tumeurs appelées métastases: c’est le processus de dissémination métastatique.
Parallélement a la néoangiogenese tumorale, la lymphangiogenese, définie comme la formation de
vaisseaux lymphatiques a partir de vaisseaux lymphatiques pré-existants, est également fortement
impliquée dans la dissémination métastatique, en particulier dans le cas des mélanomes. La

dissémination métastatique est une étape importante dans 1’invasion tumorale puisque le pronostic
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vital du patient est fortement compromis lors de I’apparition de métastases, notamment lors de
I’invasion de cellules tumorales au niveau des ganglions lymphatiques.

Lors du remaniement de la matrice extracellulaire, les cascades protéolytiques libérent des
fragments des molécules composant la matrice extracellulaire qui peuvent avoir des activités
biologiques : les matrikines. Diverses matrikines dérivent du composant majeur des membranes
basales, le collagene de type IV. Celui-ci est composé de 3 chaines o parmi 6 possibles (ol a a6).
Chaque chaine o posséde une région N-terminale comportant un domaine 7S, un long domaine
collagénique et un domaine C-terminal non collagénique NC1. De nombreuses matrikines dérivent
du domaine NC1 de diverses chaines o mais aucune activité n’a encore été démontrée pour le

domaine NC1 de la chaine a4 du collagéne IV.

I-1-2/ Le mélanome

Le mélanome est un cancer malin dérivant des mélanocytes, cellules pigmentaires de la peau.
Il s’agit du cancer cutané possédant le plus fort pouvoir invasif. Différents facteurs de risques sont
connus, notamment une exposition intensive aux UV. Véritable phénoméne de mode, la
surexposition solaire pour avoir un teint halé contribue au développement de nombreux mélanomes.
L’incidence de ce cancer a significativement augmenté ces derni¢res années ce qui en fait un

probléme de santé publique non négligeable.

I-1-2-1/ La peau

La peau est un organe ayant de nombreuses fonctions, la principale étant d’assurer un role de
barriére protectrice contre la plupart des agressions extérieures. Recouvrant entierement le corps, cet
organe souple du fait de son élasticité constitue une barriere physique contre les infections, limite les
pertes en eau de 1’organisme et protége les tissus des rayons solaires, en particulier des UV, grace a
la sécrétion de mélanine par les mélanocytes. La peau joue également un réle dans la
thermorégulation de 1’organisme avec la production de sueur. Les nombreux récepteurs sensoriels
présents dans la peau en font un organe de perception particulier capable de percevoir des stimuli

aussi divers que température, pression et douleur.
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D’un point de vue histologique, la peau est constituée de la superposition de quatre couches
distinctes énuméreées de la plus externe a la plus profonde :
- L’¢piderme, recouvert d’une flore cutanée en contact direct avec 1’environnement
externe
- La lame basale, appelée jonction dermo-épidermique, permettant d’arrimer
solidement I’épiderme au derme

- Le derme, tissu riche en fibres assurant le soutien et 1’élasticité de la peau

L’hypoderme, tissu conjonctif lache contenant plus ou moins de tissu adipeux.

L Tige du poil

/ /
/ Glande sébacée

| Epiderme
~ 4
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' J
-7 |- Hypoderme

—_———————— =y

o Cellules B
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-~ Membrane basale

~ Mélanocyte

Figure 1 : Structure de la peau

(D apres http://www.cancer.umn.edu/cancerinfo/NCIl/Media/CDR0000579033.jpg)

Différents types cellulaires sont retrouvés dans la peau dont les kératinocytes, les fibroblastes,
qui participent a la sécrétion de macromolécules de la matrice extracellulaire, et les mélanocytes. Les
mélanocytes sont des cellules pigmentaires dérivant de la créte neurale et que 1’on retrouve a 1’age
adulte au niveau de la peau mais également au niveau de la rétine ou encore du tractus intestinal. Le
mélanome résulte de la transformation puis du développement anarchique et non régulé d’un

mélanocyte. En raison d’une photo-exposition plus importante, la majorité des mélanomes se
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développent a partir de la peau mais le mélanome peut se développer a partir d’autres organes

comportant des mélanocytes.

I-1-2-2/ Epidémiologie

En France, le mélanome, de par sa fréquence en constante augmentation et son caractére tres
agressif, est un probléme de santé publique non négligeable surtout en cas de prise en charge tardive.

Le mélanome survient chez des personnes de tous dges méme si I’apparition de ce type de
cancer chez les moins de 25 ans reste occasionnelle. L’age médian d’apparition de ce cancer est de
67 ans pour les hommes et 72 ans pour les femmes en France avec un age moyen de 69 ans.

En 2008, 67 431 cas de mélanome ont été recensés en Europe soit 11,3/100 000 habitants
dont 7 532 en France ce qui représente 10,4/100 000 habitants. Entre 1978 et 2000, le taux annuel
moyen d’évolution de I’incidence était de + 5,13%. En 20 ans, entre 1980 et 2000, I’incidence du
mélanome a plus que triplé.

Chaque année sur la période 2003-2007, le taux de mortalité de la population mondiale pour
ce cancer était de 1,3/100 000 personnes. En France, avec 2,1/100 000 personnes, ce taux se
rapproche du taux européen 1,9/100 000 personnes. Depuis les années 1980, en France, le nombre de
déceés dus a un mélanome est en constante augmentation. Ce nombre a doublé chez les hommes,
passant de 386 déces par an pour la période 1983-1987 a 798 pour la période 2003-2007, et a
augmenté d’un facteur 1,5 chez les femmes, passant de 410 a 688 [Institut de Veille Sanitaire ;

Observatoire Européen du Cancer].

I-1-2-3/ Facteurs de risque

Le principal facteur de risque environnemental est une exposition intense au soleil. En effet,
une exposition excessive aux UV avec apparition de « coup de soleil » de fagon intermittente
augmente le risque de développer un mélanome. Il existe différents types d’UV : les UVC, stoppés
par ’ozone et I’oxygéne de I’atmosphére, les UVB, qui provoquent des lésions cellulaires
notamment au niveau de I’ADN, et les UVA, généralement décrits comme étant moins carcinogénes
que les UVB ; ils pénétrent cependant plus profondément dans la peau. Pour prévenir les dommages
liés aux UV, les mélanocytes synthétisent un pigment, la mélanine, capable d’absorber ces rayons et
responsable de la couleur de peau [von Thaler et coll., 2009].

Le phototype d’un individu est également un facteur non négligeable dans le risque

d’apparition de mélanome. Cette caractéristique est déterminée par la sensibilité¢ de la peau d’un
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individu face a une exposition au soleil. Il existe 6 phototypes regroupant divers criteres tels que la
couleur de peau, des cheveux ou des yeux mais surtout la capacité a bronzer d’un individu. Les
phototypes | et 11, individus & peau claire et ne bronzant pas ou peu, ont ainsi un risque plus élevé de
développer un mélanome. Les populations a peau noire ont un risque moindre de développer ce
cancer [Miller et Tsao, 2009].

Les naevi dysplasiques et congénitaux sont également considérés comme un facteur de risque
important dans 1’apparition du mélanome. En effet, différentes études ont montré qu’un nombre plus
élevé de naevi dysplasiques augmente de 2 a 12 fois le risque de développer un mélanome. Le
naevus dysplasique est une lésion pigmentée acquise se différenciant par des caractéristiques
cliniques et histologiques d’un naevus classique, appelé plus communément « grain de beauté ».
Différents critéres tels que leur nombre, leur taille ainsi que leur aspect général peuvent constituer
des facteurs de risques. Méme si la plupart des naevi sont bénins et n’évolueront pas en mélanome, il
est important de les surveiller au cours du temps afin d’identifier tout changement [Friedman et coll.,
2009].

Bien qu’identifiés, ces facteurs de risques ont toutefois souvent été soumis a controverse.
L’apparition du mélanome résulte plus vraisemblablement de la combinaison de ces différents
facteurs ajoutée a une prédisposition genétique.

Comme dans la plupart des cancers, le terrain génétique prédispose plus ou moins 1’individu a
développer un mélanome. Parmi les génes susceptibles d’étre touchés, on retrouve ceux codant les

kinases des voies MAPK avec la mutation de BRAF retrouvée dans 66% des mélanomes et la voie
PI3K avec activation constitutive de la protéine Akt dans 60% des mélanomes [Takata et Saida,
2006 ; Kuphal et Bosserhoff, 2009].

I-1-2-4/ Diagnostic et traitements

Le diagnostic du mélanome se fait avant tout par observation morphologique d’une 1ésion
pigmentée. Elle repose sur 5 critéres ABCDE :

- A : la lésion est asymétrique

- B : elle présente des bords irréguliers

- C : la couleur est non homogéne avec des zones dépigmentees

- D : le diamétre de la Iésion est généralement supérieur a 6 mm

- E : 1a 1ésion évolue et s’étend au cours du temps
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Si la lésion est suspectée d’étre un mélanome, elle est excisée afin de subir un examen
histologique. Ce dépistage précoce permet une prise en charge généralement pendant la phase de
croissance horizontale du mélanome avant que la tumeur atteigne un stade trop avance. En effet,
I’évolution du mélanome se fait en 2 temps avec une premiere phase de croissance horizontale puis
une seconde phase de progression en profondeur menant a la dissémination métastatique.

L’étude histologique se fait selon 1’indice de Breslow et permet d’affirmer la nature et la
malignité de la tumeur. 11 repose sur I’épaisseur de la tumeur en mm :

- <0,75 mm
- 0,76 21,50 mm
- 151a4mm

- >4mm

Le niveau de Clark permet de mesurer le degré d’invasivité de la tumeur en se basant sur le
franchissement de barrieres anatomiques :
- Clark I : mélanome malin strictement intra-épidermique
- Clark Il : invasion du derme papillaire
- Clark Il : invasion de la jonction réticulo-papillaire du derme
- Clark IV : invasion du derme réticulaire

- Clark V :invasion de I'nypoderme

Cette analyse histologique permet d’établir un pronostic de survie. En effet, plus le niveau de

Clark et I’indice de Breslow sont élevés, plus le pronostic de survie est mauvais.

Le bilan de ces études permet de classer le mélanome selon trois stades cliniques a but
pronostique :
- Stade I : tumeur primitive localisée, sans atteinte ganglionnaire ni métastases
- Stade Il : atteinte ganglionnaire régionale
- Stade Ill: dissémination métastatique avec atteinte ganglionnaire au-dela du

premier relais et/ou métastases viscérales

Les traitements envisagés sont fonction du stade clinique. Au stade I, il s’agit d’un traitement
chirurgical avec exérése large de la lésion. La marge chirurgicale est dépendante de 1’indice de
Breslow. Pour un indice de Breslow inférieur a 0,75 mm, le taux de survie a 5 ans est d’environ
95 %. Au stade Il, le traitement est également chirurgical mais un curage ganglionnaire régional

complet en parallele s’avere nécessaire. L’efficacité en terme de survie des traitements adjuvants
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locaux tels que I’interféron-a reste controversée mais ils semblent étre nécessaires. Au stade Ill, la
prise en charge se fait essentiellement par la chimiothérapie cytostatique avec parfois exérése de
métastases. Toutefois les réponses a la chimiothérapie sont généralement de courte durée et la survie
de ces patients est faible (environ 6 mois).

Les traitements étant peu efficaces, il convient donc d’avoir une attitude préventive avec une
exposition au soleil raisonnable et une protection UV adéquate. Les stades précoces de
développement du mélanome étant traitables chirurgicalement dans la majorité des cas, une
surveillance des lésions pigmentées chez les personnes a risque est souhaitable avant que le

mélanome atteigne un stade plus invasif.

I-1-3/ La progression tumorale

I-1-3-1/ Dérégulation du cycle cellulaire

Le cycle cellulaire est un processus physiologique qui permet le renouvellement des cellules
composant un tissu et regroupe 1’ensemble des phases par lesquelles passe une cellule pour mener a
terme sa division en deux cellules filles avec maintien de I’information génétique. Dans le cas du
développement tumoral, une cellule transformée se divise de fagon anarchique. Pour comprendre ce

phénomene, il est nécessaire de s’attarder sur le cycle cellulaire.
I-1-3-1-1/ Les différentes phases du cycle cellulaire

Le cycle cellulaire peut étre divisé en 4 phases : G1, S, G2 et M. Une autre phase ne faisant

pas réellement partie du cycle cellulaire peut également étre définie : la phase GO.

La phase GO correspond a une phase de quiescence de la cellule. La cellule ne se divise pas et
ne se prépare pas a la division cellulaire. Elle assure simplement ses fonctions au sein d’un tissu par

une production de protéines spécifiques.

La phase G1 est la premiére phase du cycle cellulaire. Lorsqu’une cellule entre en phase G1,
elle se prépare a la division. Son volume augmente et elle synthétise les composants nécessaires a la
réplication de I’ADN. La phase G1 est la phase la plus longue et la plus variable du cycle cellulaire.
Il existe des points de contrdle au niveau de cette phase permettant ou non a la cellule d’entrer en

phase S [Krude, 2006].
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La phase S est la phase de réplication de I’ADN. Durant cette phase, ’ADN est répliqué de
facon semi-conservative : en d’autres termes, un des deux brins d’ADN sert de matrice a I’ADN
polymérase qui synthétise un second brin par complémentarité des bases azotées. Chacune des
molécules filles est formée d’un brin parental et d’un brin néosynthétisé. Certaines protéines
synthétisées en phase G1 vont s’associer au niveau des origines de réplication pour former des
complexes pré-réplicatifs selon un ordre précis. Ces complexes seront inactivés pour éviter qu’une

méme région ne soit répliquée plusieurs fois au cours du méme cycle [Foiani et Luccini, 1997].

Apres la phase S, débute la phase G2. Il s’agit d’une phase de préparation a la mitose ou les
composants nécessaires a cette prochaine phase sont synthétisés. Comme pour la phase G1, il existe
des points de contrdle pour vérifier que I’ADN n’est pas endommagé et est correctement répliqué

afin de permettre 1’entrée en phase de mitose.

La mitose peut étre séparée en plusieurs phases : la prophase, la prémétaphase, la métaphase,
I’anaphase et la télophase. Lors de la prophase, il y a condensation des chromosomes et disparition
progressive du nucléole. Le fuseau mitotiqgue commence a se mettre en place avec la migration des
centrosomes de part et d’autre du noyau. En prémétaphase, la condensation des chromosomes
s’accentue, il y a rupture de I’enveloppe nucléaire et les chromosomes se regroupent au niveau du
plan équatorial de la cellule. Lors de la métaphase, les chromosomes sont condensés au maximum et
se trouvent sur le plan équatorial. L’anaphase correspond a la séparation des chromatides de part et
d’autre de la cellule. Enfin, la télophase permet 1’individualisation des noyaux fils avec reformation
de I’enveloppe nucléaire et décondensation des chromosomes. La cytodiérése permet finalement de
séparer les deux cellules filles grace a un anneau contractile formé d’actine et de myosine. Les

cellules retournent ensuite en phase G1.
I-1-3-1-2/ Principaux acteurs du cycle cellulaire

La progression dans le cycle cellulaire se fait essentiellement grace a I’association d’un
complexe protéique cycline-cdk (cyclin-dependant kinase) spécifique de chaque phase du cycle. Les
protéines cdk possedent 1’activité catalytique du complexe alors que les cyclines représentent
I’activité régulatrice. Les cdk possédent un site catalytique constitué par deux poches juxtaposées ou
se lient d’une part le substrat et d’autre part I’ATP. Ce site est bloqué a I’état inactif par deux
boucles, la boucle PSTAIRE et la boucle T. La boucle PSTAIRE subit un changement
conformationnel lors de 1’association d’une cdk avec une cycline. Ce phénomene conduit a une

meilleure orientation du triphosphate dans la poche ATP permettant ainsi la phosphorylation des
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protéines impliquées dans les différentes phases du cycle cellulaire. En paralléle, une modification de
conformation touche la boucle T dévoilant ainsi certains résidus d’acides aminés (Thréonine 161,
Thréonine 14 et Tyrosine 15) soumis a une régulation par d’autres kinases telles que CAK (Cdk-
Activated Kinase) et des phosphatases comme cdc25. Ces complexes cyclines-cdk sont finement

régulés par des kinases et phosphatases.
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Figure 2 : Régulation du cycle cellulaire

I-1-3-1-2-a/ Transition G1/S

Sous 1’action de facteurs de croissance, une cellule en GO déclenche des cascades de
signalisation de type MAPK stimulant la transcription des genes de la cycline D et des cdk 4 et 6. Il y
a formation du complexe cycline D-cdk 4 suivie de la formation du complexe cycline D-cdk 6 qui
permet la progression dans la phase G1 du cycle cellulaire. Ces deux complexes peuvent étre inhibes
par la proteine CKi p16 qui, en se liant & cdk 4 ou cdk 6, empéche la liaison de ces protéines a la
cycline D. Le complexe cycline D-cdk 4 actif phosphoryle la protéine Rb qui se trouve initialement
sous forme peu phosphorylée liée a E2F. Cette phosphorylation mene a un changement

conformationel de Rb qui libére ainsi E2F. Le facteur de transcription E2F induit I’expression de la
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cycline E en fin de phase G1 ainsi que de cdk 2. Le complexe cycline E-cdk2 hyperphosphoryle Rb
(4 sites de phosphorylation) induisant 1’expression de la cycline A. Le complexe cycline A-cdk 2,
inhibé par p27, p21 ou encore p57, joue un role dans I’activation de certains facteurs permettant la
réplication de ’ADN d’ou sa nécessité pour la progression dans la phase S du cycle cellulaire. Les
inhibiteurs de ce complexe doivent étre dégradés pour que puisse commencer la réplication de
I’ADN en phase S. Les complexes cycline E-cdk2 et cycline A-cdk 2 sont activés par cdc 25 A qui,
en déphosphorylant la thréonine 14 et la tyrosine 15, permettent 1’accés de la poche ATP et donc
I’activation de ces complexes [Cam et Dynlacht, 2003 ; Abukhdeir et Park, 2009].

Il existe un point de contréle durant cette phase qui permet un arrét du cycle en cas de lésions
de ’ADN et ce via deux voies: une voie lente avec activation de p53 et une voie rapide avec
inactivation de cdc 25 A. Lors de cette derniére, I’inactivation de cdc 25 A empéche la
déphosphorylation activatrice de cdk 2 et les cellules sont bloquées en phase G1/S. Lors de la voie
lente, ATM (Ataxia Telangiectasia Mutated) et ATR (Ataxia Telangiectasia-Related), phosphorylent
p53 ce qui inhibe sa polyubiquitinylation par Mdm 2. La protéine p53 étant plus stable, elle induit la
transcription de génes tels que celui codant p21 qui inhibe les complexes cycline-cdk bloquant ainsi

les cellules dans le cycle cellulaire [Bucher et Britten, 2008].

I-1-3-1-2-b/ Transition G2/M

Au début de la phase G2, le complexe cycline A-cdkl se forme pour laisser place ensuite au
complexe cycline B-cdkl. La protéine Wee-1 phosphoryle alors la tyrosine 15 de cdk 1 et ainsi
inhibe I’entrée en mitose. Puis la kinase CAK phosphoryle cette fois la thréonine 161, étape
indispensable pour I’entrée en mitose. Enfin, la phosphatase cdc 25 B ou C induit la
déphosphorylation de la tyrosine 15 permettant ainsi I’entrée en mitose de la cellule. Les
phosphatases cdc 25 B et C sont activées par une phosphorylation réalisée par une autre kinase,
POLO K [Martin et Strebhardt, 2006].

Les points de contrble existant durant cette phase sont également indispensables. Comme
pour la transition G1/S, il y a un point de controle de lésions de I’ADN ou p21 est capable d’inhiber
le complexe cycline-cdk mitotique. Il existe également un point de contréle de I’ADN non répliqué.
Dans ce cas, ATR se fixe au niveau des fourches de réplication et restera active tant que les fourches
de réplication subsisteront. Ceci induit une phosphorylation qui active Chk 1 et Chk 2. Ces deux
kinases inhibent cdc 25 C ce qui bloque ’activation du complexe. Le complexe étant inactif, les

cellules n’entrent pas en mitose [Downs, 2010].
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Lorsque les cellules sont bloguées dans une phase du cycle cellulaire, deux solutions
existent : soit le probléme a 1’origine de I’arrét est résolu, et dans ce cas, la cellule entre de nouveau
dans le cycle cellulaire, soit le probléme est trop important et ne peut étre résolu et dans ce second
cas, la cellule induit son programme de mort cellulaire : ’apoptose. Dans le cas du développement
tumoral, certaines protéines impliquées dans la régulation du cycle cellulaire ne jouent plus leur role.
La cellule se divise indéfiniment et de facon anarchique sans étre capable d’induire son apoptose
jusqu’a former une tumeur. Pour leur développement au sein du tissu, ces cellules vont devoir

synthétiser des protéases permettant de remanier la matrice extracellulaire.

I-1-3-2/ La protéolyse matricielle

La protéolyse matricielle est un processus physiologique nécessaire par exemple lors de la
réparation tissulaire. Elle intervient également lors de processus pathologiques tels que I’invasion et
I’angiogenése tumorale. Les protéases libérent, par protéolyse limitée, des facteurs de croissance
piégés dans la matrice extracellulaire ainsi que des fragments de macromolécules la constituant et

pouvant exercer une activité biologique, appelés matrikines.

Deux principaux systéemes protéolytiques sont responsables du remaniement de la matrice
extracellulaire : le systeme plasminogéne-plasmine et les métalloprotéinases matricielles (MMPs). Il
s’agit de systémes enzymatiques agissant sous forme de cascades protéolytiques pouvant étre

régulées par des inhibiteurs.

I-1-3-2-1/ Les métalloprotéases matricielles et leurs inhibiteurs, les
TIMPs

Les métalloprotéases matricielles sont des endopeptidases zinc-dépendantes capables de
dégrader au moins un composant de la matrice extracellulaire. Plusieurs domaines protéiques

constituent ces protéases.
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Les métalloprotéases sont sécrétées dans 1’espace extracellulaire sous forme de zymogenes
inactifs et sont activées par protéolyse de leur prodomaine grace a des sérine-protéases ou d’autres
MMPs déja activées. Leur domaine catalytique contient des résidus histidine nécessaires a la liaison
de I’atome de zinc et donc a leur activité. Enfin, la plupart des MMPs possédent un domaine
hémopexine au niveau C-terminal. Il s’agit du domaine impliqué dans I’interaction des MMPs avec
leurs inhibiteurs spécifiques les TIMPs et ce domaine est relié au domaine catalytique par une région
charniere. D’autres domaines sont retrouveés dans certaines MMPs tels que le domaine
transmembranaire, le domaine homologue aux séquences répétées de type Il de la fibronectine ou

encore le domaine de reconnaissance de la furine [Ala-Aho et Kahari, 2005].

En fonction de leurs caractéristiques structurales et de leur spécificité de substrat, les MMPs

peuvent étre classées en 6 groupes différents [Visse et Nagase, 2003] :

- Les collagénases, représentées par les MMP-1, MMP-8 et MMP-13, dégradent les
collagenes fibrillaires en fragments % N-terminal et ¥ C-terminal.

- Les stromélysines, comprenant les MMP-3, MMP-10 et MMP-11, ont une
structure proche de celle des collagénases et possédent un large spectre
protéolytique incluant de nombreux protéoglycannes, les laminines ou encore
1’¢lastine.

- Les matrilysines, MMP-7 et MMP-26, sont les seules a ne pas posseder le
domaine hémopexine et de ce fait sont les MMPs les plus simples structuralement.
Elles sont essentiellement exprimées par les cellules tumorales d’origine
épithéliale et présente une activité protéolytique tres étendue.

- Les gélatinases, MMP-2 et MMP-9, sont capables de dégrader le collagene de type
IV de membrane basale et possedent une activité gélatinolytique. En d’autres
termes, elles peuvent également dégrader le collagene dénaturé, la gélatine,
auxquels elles se lient grace a 3 motifs répétés de type Il de la fibronectine

présents au niveau de leur domaine catalytique.
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- Les MMPs transmembranaires, MT1-MMP a MT6-MMP, interviennent dans la
dégradation de composants matriciels et jouent également un role essentiel dans
I’activation d’autres MMPs. Elles sont caractérisées par leur ancrage a la
membrane plasmique qui peut se faire de deux fagons :

o soit via un domaine transmembranaire hydrophobe présent dans le
domaine hémopexine : MT1-MMP (MMP-14), MT2-MMP (MMP-15),
MT3-MMP (MMP-16) et MT5-MMP (MMP-24)

o soit via un groupement GPI (Glycosyl Phosphatidylinositol) : MT4-MMP
(MMP-17) et MT6-MMP (MMP-25)

- Laderniere catégorie regroupe les autres MMPs comme par exemple la MMP-12.

I-1-3-2-1-b/ Les Inhibiteurs Tissulaires des MeétalloProtéinases : les

L’activité de ces différentes MMPs est régulée par des inhibiteurs spécifiques endogenes, les
TIMPs (Tissue Inhibitors of Metallo-Proteinases) qui forment des complexes stoechiométriques avec
les MMPs. En régulant cette activité, les TIMPs permettent de maintenir un équilibre dans la
dégradation de la matrice extracellulaire. Ils ont un réle essentiel dans I’invasion et 1’angiogenése
tumorales, phénomeénes pendant lesquels 1’équilibre est modifié. A ce jour, quatre TIMPs sont
connus : TIMP-1 (28,5 kDa), TIMP-2 (21 kDa), TIMP-3 (22 kDa) et TIMP-4 (22,5 kDa).

Bien que chaque TIMP soit capable d’inhiber une large proportion de MMPs actives, des
spécificités ont été décrites. Ainsi, le TIMP-1 inhibe préférentiellement la proMMP-9 ainsi que les
MMP-1, MMP-2 et MMP-3 alors que sa capacit¢ a inhiber la MMP-19 et les MMPs
transmembranaires (MMP-14, MMP-15, MMP-16 et MMP-24) est faible. Le TIMP-2 possede une
grande affinité pour la proMMP-2 et est capable d’inhiber toutes les MMPs, en particulier les MMP-
2, MMP-13 et MMP-7. Les TIMP-3 et TIMP-4 sont capables d’inhiber également toutes les MMPs
et notamment les MMPs transmembranaires. Le TIMP-4, de par sa similarité avec le TIMP-2, est
capable de se lier a la proMMP-2 et empéchant ainsi son activation par la MMP-14 [Brew et coll.,

2000 ; Baker et coll., 2002].
1-1-3-2-1-¢/ TIMPs et activation des MMPs

Le TIMP-2 a un role particulier dans la régulation de la MMP-2 puisqu’il inhibe cette MMP

mais permet également son activation. La MMP-14, activée préalablement par une furine convertase,
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se lie au TIMP-2. Celui-ci interagit ensuite via son domaine C-terminal avec le domaine hémopexine
de la proMMP-2, formant ainsi un complexe ternaire. Pour activer la MMP-2, une seconde MMP-14
se lie au complexe ternaire et clive le prodomaine. L’activation de la MMP-2 est donc dépendante a
la fois de la disponibilité de la MMP-14 mais également du TIMP-2. Ainsi, un exces de TIMP-2
inhibe la seconde MMP-14 et de ce fait inhibe I’activation de MMP-2, tout comme un déficit en

TIMP-2 qui empéche la formation du complexe activateur [Visse et Nagase, 2003].
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Figure 4 : Mécanisme d’activation de la MMP-2
(D apres Visse et Nagase, 2003)

1-1-3-2-1-d/ MMPs et mélanome

Dans le cas du mélanome humain, la MMP-2 est essentiellement présente dans les cellules
tres invasives alors que la MMP-9 est principalement retrouvée avant le passage de la tumeur en
phase de croissance verticale, dans les cellules de mélanome en phase de croissance horizontale
[MacDougall et coll., 1995 ; Kurschat et coll., 1999].

D’autres MMPs interviennent également dans la progression du mélanome. Par exemple, la
MMP-1 est sécrétée par les fibroblastes proches des cellules tumorales a partir des stades Il et IV de
Clark. 1l semble également que les MMP-3, MMP-15 et MMP-16 ont un role important dans
I’invasion puisqu’elles sont retrouvées au niveau des mélanomes métastatiques [Hofmann et coll.,
2000].
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La MMP-14 est localisée au niveau du front de migration de la tumeur tout comme la MMP-2
active. Cette protéase joue un réle important dans la progression tumorale via différents modes
d’action. Cette métalloprotéinase est capable de dégrader de nombreuses macromolécules de la
matrice extracellulaire telles que les collagénes de type I, Il et 111 mais également les laminine-111 et
laminine-332, la fibronectine, la vitronectine, la fibrine et I’aggrécanne. En activant d’autres MMPs,
telles que les MMP-2 et MMP-13, la MMP-14 permet une amplification de la dégradation matricielle
[Itoh, 2006]. Ainsi, par son interaction avec d’autres MMPs ou avec des intégrines, la MMP-14
permet la dégradation des collagénes de type I et de type IV et ainsi promeut I’invasion cellulaire
[Seiki et coll.,, 2003]. La dégradation de macromolécules matricielles permet la libération de
domaines ayant une activité biologique comme le domaine Ill des domaines « EGF-like » de la
chaine y2 de la laminine-332 [Itoh, 2006].

La MMP-14 posséde également une activité « sheddase » (de relargage). Elle est en effet
capable de cliver le récepteur du hyaluronane CD44 et permet ainsi le relargage de son ectodomaine,

favorisant la migration cellulaire [Osenkowski et coll., 2004].

L’activité de la MMP-14 peut étre régulée par les TIMPs, a I’exception du TIMP-1, et
notamment par le TIMP-3. Par ailleurs, cette protéase peut étre internalisée par endocytose soit par
des vésicules recouvertes de clathrine, soit par des caveolae au niveau de radeaux lipidiques
[Osenkowski et coll., 2004]. L’endocytose par les vésicules de clathrine est dépendante de la
palmitoylation du résidu cystéine 574, ainsi ’activit¢ de la MMP-14 peut étre régulée par cette
palmitoylation. L’endocytose dépendante des caveolae joue un réle important dans la régulation de la
MMP-14 et, de ce fait, dans la progression tumorale. En effet, aprés internalisation, la MMP-14 peut
étre soit acheminée jusqu’aux lysosomes ou elle sera dégradée, soit recyclée a la membrane. Ce
mécanisme est donc un autre moyen de réguler la disponibilité de la MMP-14 au niveau du front de

migration et ainsi de réguler la progression tumorale [Itoh, 2006].
I-1-3-2-2 / Le systeme plasminogéne-plasmine

Le systeme plasminogene-plasmine est 1’autre systéme protéolytique majeur de la matrice
extracellulaire. 1l est composé également de cascades protéolytiques faisant intervenir activateurs et

inhibiteurs.
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Le plasminogene est la forme zymogene de la plasmine. Il s’agit d’une glycoprotéine
présentant des domaines Kringle, produite essentiellement par les cellules hépatiques, et constituée
de 791 acides aminés pour une masse moléculaire de 92 kDa. Pour son activation en plasmine, 2
clivages sont nécessaires. Le premier est réalis¢ entre 1’arginine 561 et la valine 562 par les
activateurs du plasminogéne de type tissulaire (tPA) ou urokinase (UPA). Le second clivage se fait

par autolyse entre les lysines 77 et 78 pour donner la plasmine active [Andreasen et coll., 1997].

La plasmine est une sérine-protéase jouant un réle important dans la protéolyse matricielle.
Elle est en effet capable de dégrader de nombreux substrats matriciels tels que la fibronectine, la
vitronectine ou encore les collagenes. En activant directement de nombreuses MMPs, comme les
proMMP-1, proMMP-2 et proMMP-9, elle accentue d’autant plus son réle dans la protéolyse

matricielle.

Ce systeme est régulé sur plusieurs niveaux. Comme décrit précédemment, le premier niveau
dépend de la disponibilité des activateurs tPA ou uPA. L’activation du plasminogéne en plasmine se
fait au niveau péricellulaire. L urokinase est liée a son récepteur uPAR sous forme inactive pro-uPA.
La plasmine permet son activation. Le plasminogéne se lie a la surface cellulaire grace a ses
domaines Kringle. L’urokinase, a proximité, active alors le plasminogéne. D’autre part, ce systéme
est régulé par des inhibiteurs soit de I’activation, PAI-1 et PAI-2 inhibant tPA et uPA, soit
directement de la plasmine, 1’02-anti-plasmine. D’autres inhibiteurs comme la protéase nexine ont

également été identifiés [Vassali et coll, 1991].
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Figure 5 : Le systéme plasminogene-plasmine

(D’apres Smith et Marshall, 2010)

Dans le cas du mélanome, tPA est retrouvé essentiellement durant les phases précoces de la

progression tumorale alors qu’uPA intervient lors de la dissémination métastatique [De Vries et coll.,

1996].

I-1-3-2-3/ Les adamalysines ADAMs et ADAMTSs

Les ADAMs (A Disintegrin And Metalloproteinase) et ADAMTSs sont des
métalloprotéinases dépendantes du zinc formant, avec les métalloprotéinases de venin de serpent, la
famille des adamalysines. A ce jour, 21 membres de la famille ADAMs ont été identifiés chez

I’Homme. Ce sont des protéines complexes constituées de multiples domaines [Murphy, 2008 ;
Duffy et coll., 2009].

Ces métalloprotéinases partagent une structure commune avec la présence, de la partie N-
terminale vers la partie C-terminale, d’un propeptide, d’un domaine métalloprotéinase, d’un domaine
desintégrine, d’une région riche en cystéines, d’un domaine EGF-like, d’une séquence
transmembranaire, et d’un domaine intracytoplasmique. Les ADAMTSs possédent également un
domaine thrombospondine, absent chez les ADAMs. Elles peuvent étre ancrées a la membrane ou
sécretees et sont synthétisees sous forme de zymogeénes inactifs. Leur activation se fait apreés clivage

du propeptide soit par une convertase de type furine, soit par autocatalyse. Seule la moitié des
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membres de la famille ADAMs ont un potentiel protéolytique grace a la séquence consensus
HEXXHXXGXXHD retrouvée dans leur domaine métalloprotéinase [Keller et coll., 2009 ; Murphy,
2008].

autocatalyse,
furine

HEXXHXXGXXHD T
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Figure 6 : Activation des ADAMs et ADAM-TSs
(D’apres Keller et coll., 2009)

Les ADAMs ont de nombreux substrats, notamment des protéoglycannes, mais leur substrat
privilégié est I’ectodomaine de protéines transmembranaires. Le domaine desintégrine, d’environ 90
résidus et commun a toutes les ADAMs, joue un role dans 1’adhésion cellulaire et en particulier dans
la liaison des ADAMSs aux intégrines, qui se fait généralement de facon indépendante de la séquence
RGD. Une intégrine peut ainsi se lier a de multiples ADAMs et une ADAM peut se lier a plusieurs
intégrines. La région riche en cystéine est également impliquée dans 1’adhésion cellulaire avec

notamment un réle dans la reconnaissance du substrat [Duffy et coll., 2009].

Les ADAMs interagissent avec de nombreux acteurs et exercent ainsi divers effets
biologiques via différents mécanismes d’action. Les ADAMs sont capables de cliver des protéines
transmembranaires par leur activité « shedding » (ou de relargage) et notamment des facteurs de

croissance, des cytokines, des récepteurs et des molécules d’adhésion. Une fois libérés, ces facteurs
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régulent de nombreuses activités biologiques au sein du micro-environnement tumoral telles que

I’inflammation, I’angiogenése, la prolifération et la migration cellulaire.

La protéolyse intramembranaire régulée (« Regulated Intramembrane Proteolysis » ou RIP)
est un autre mécanisme d’action des ADAMs. Il s’agit d’une cascade protéolytique séquentielle
impliquant le clivage de I’ectodomaine d’une protéine transmembranaire suivi par un clivage du
domaine transmembranaire permettant la libération du domaine cytoplasmique intact a I’intérieur de
la cellule. Ce fragment peut ensuite soit &tre dégradé, soit étre transporté vers d’autres sites ou il
module des événements intracellulaires. Par exemple, le clivage de la E-cadhérine entraine la rupture
de I’adhésion cellulaire modulée par son domaine extracellulaire et une redistribution de la f3-
caténine de la surface cellulaire au noyau afin d’activer des génes cibles permettant la transition

épithélio-mésenchymateuse [Edwards et coll, 2008 ; Murphy, 2008].

Les ADAMSs sont ainsi capables de réguler de nombreux phénomeénes impliqués lors de la
progression tumorale. Diverses ADAMs ont ainsi été décrites pour jouer un réle dans la progression
tumorale ou I’angiogenése comme les ADAM-9, ADAM-12 et ADAM-15 [Duffy et coll., 2009].

Les inhibiteurs endogénes des ADAMs semblent étre majoritairement les TIMPs avec une
certaine spécificité. Par exemple, TIMP-3 est capable d’inhiber ADAM-10, ADAM-12, ADAM-17,
ADAM-28 et ADAM-33. TIMP-1 peut inhiber ADAM-10. TIMP-2 inhibe ADAM-12 ainsi que
ADAM-33 et TIMP-4 inhibe ADAM-28 et ADAM-33 [Keller et coll., 2009 ; Murphy, 2009].

Ces systémes de protéolyse matricielle sont donc cruciaux lors de 1’invasion tumorale, en
particulier du mélanome, notamment pour la migration des cellules lors de la dissémination

métastatique.

I-1-3-3/ Adhésion et migration cellulaire

La migration cellulaire est un phénoméne biologique conférant aux cellules une motilité
essentielle lors de processus physiologiques, comme la cicatrisation, mais également pathologiques,
tels que la dissémination métastatique. Il s’agit d’un processus en plusieurs étapes impliquant des

phénomeénes d’adhésion et de dé-adhésion ainsi que de contraction et de relachement de la cellule.
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I-1-3-3-1/Les différentes phases du phénomene migratoire

Sous I’action de différents stimuli provenant de I’environnement tumoral, une cellule
cancéreuse peut s’engager dans la migration. La direction de la migration se fait selon le gradient de
la molécule a I’origine du signal avec réorientation constante de la cellule en fonction de ce gradient
tout au long du processus de migration [Ananthakrishnan et Ehrlicher, 2007]. La cellule tumorale
subit ainsi une modification de son phénotype, notamment avec la disparition de ses caractéristiques
épithéliales et I’apparition de marqueurs mésenchymateux, lui permettant de s’échapper de la tumeur
primaire. Cette modification est appelée transition épithélio-mésenchymateuse [Bagnato et coll.,
2004]. Le phénoméne migratoire peut étre divisé en cingq étapes [Ananthakrishnan et Ehrlicher,
2007 ; Friedl et Wolf, 2009]:

- Extension d’une protrusion cellulaire grace a I’orientation et la réorganisation du
réseau d’actine au niveau du front de migration

- Adhésion du pseudopode au substrat

- Protéolyse matricielle péricellulaire pour permettre I’avancée de la cellule

- Contraction du corps cellulaire vers le front de migration

- Désassemblage des complexes d’adhésion a I’arri¢re de la cellule
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1) Protrusion cellulaire au front de migration

Réseau d’actine

2) Adhésion du pseudopode au substrat

Cortex sous tension
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Nouveau réseau d’actine
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Mouvement de I'actine non polymérisé

Désadhésion a l'arriére de la cellule

End

3) Mouvement du corps cellulaire
Direction du mouvement du corps cellulaire

Figure 7 : Etapes de la migration

(D ’apres Ananthakrishnan et Ehrlicher, 2007)

Ces différentes étapes font intervenir principalement le cytosquelette d’actine et des

molécules d’adhésion.
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I-1-3-3-2/ Les acteurs de la migration

Différents types de récepteurs a la surface cellulaire sont impliqués dans 1’adhésion des
cellules a la matrice extracellulaire et de ce fait dans la migration. Ces récepteurs peuvent étre
regroupés en trois grandes catégories : les intégrines, les protéoglycannes et les récepteurs tyrosine

kinases.

Les protéoglycannes impliqués dans 1’adhésion sont représentés par le CD44 et les
syndécannes. Le CD44 se lie préférentiellement aux polymeéres glucidiques tels que les
glycoprotéines, les glycosaminoglycannes ainsi que 1’acide hyaluronique. Les syndécannes (1-4) sont
des protéoglycannes a héparannes sulfates capables de se lier aux glycosaminoglycannes
extracellulaires, notamment les héparannes sulfates et chondroitines sulfates, mais également a
d’autres molécules matricielles comme les collagénes de type I, III et IV, la fibronectine ou encore la

vitronectine.

Les récepteurs tyrosine kinases a domaine discoidine (« Discoidin Domains Receptor » ou
DDR) interviennent dans 1’adhésion par leur liaison a tous les collagénes fibrillaires. Cette famille
est composée de deux membres dans les cellules de mammiféeres : DDR-1, existant sous 5 isoformes
(DDR-1a a DDR-1e) et DDR-2. Le récepteur DDR-1 est également capable de se lier aux collagénes
de type IV, VI et VIII [Schmidt et Friedl, 2010].

Les intégrines sont les molécules impliquées de fagcon prédominante dans I’adhésion des
cellules aux composants matriciels et dans la transduction du signal. Ce sont des protéines
transmembranaires composées de deux sous-unités a domaines multiples, une sous-unité a et une
sous-unité B, associées de fagon non covalente. Il existe 18 sous-unités o et 8 sous-unités B qui
interagissent en différentes combinaisons (24 possibles) déterminant leur spécificité vis-a-vis de
substrats matriciels, en particulier les collagenes, les laminines ou encore des glycoprotéines de
structure telles que la fibronectine ou la vitronectine. De la partie N-terminale a la partie C-terminale,
la sous-unité a se compose de la répétition de 7 domaines homologues contenant des sites de liaisons
au Ca2+, d’un domaine calf-1, d’un domaine calf-2 ainsi que d’'un domaine transmembranaire et un
court domaine cytoplasmique. Certaines sous-unités a posseédent également un domaine al, situé
entre les répétitions 2 et 3, qui intervient dans la liaison aux collagenes. La sous-unité B se compose

quant a elle d’un domaine plexine-sémaphorine-intégrine, d’un domaine hybride, d’un domaine BI,
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de la répétition de 4 domaines EGF riches en cystéine, d’un domaine transmembranaire ainsi que

d’un court domaine cytoplasmique [Barczyk et coll., 2010].
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Figure 8 : Structure des intégrines

(D ’apres Barczyk et coll., 2010)

L’interaction des intégrines avec leurs ligands via des séquences de reconnaissance, comme
par exemple la séquence consensus RGD, se fait de maniére dépendante des cations divalents Mg?*
et Ca®*. La fixation de cations au niveau des motifs MIDAS (Metal-lon Dependent Adhesion Site)
présents dans le domaine I induit un changement conformationnel de I’intégrine permettant sa liaison
au ligand et donc son activation. Cette activation se traduit par un regroupement d’intégrines

(« clustering ») conduisant a la formation des contacts focaux [Barczyk et coll., 2010].

En fonction du type de cancer, les intégrines peuvent jouer un rdle pro- ou anti-
tumorigénique. Dans le cas de I’invasion du mélanome, I’intégrine principalement impliquée est
I’intégrine ayfB3. La sous-unité o, est exprimée pendant tous les stades de progression du mélanome et
peut s’associer a différentes sous-unités B telles que B3, PBs, Bs et Ps tandis que la sous-unité B3 est
exprimée de fagcon prédominante lors de la phase verticale en association avec ay. L’invasion induite
par ’intégrine o,B3 affecte les voies de signalisation Src et PKC dans les cellules de mélanome
hautement métastatiques. L’intégrine o,f3 semble jouer un rdle central dans la progression de la
phase de croissance horizontale a la phase de croissance verticale du mélanome [Haas et coll., 2005 ;
Kuphal et coll, 2005 ; Rathinam et Alahari, 2010]. Par ailleurs, cette intégrine est capable d’interagir
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avec la MMP-2 a la surface de cellules de mélanome. Ainsi, I’invasion induite par I’intégrine a3 est
potentialisée par la dégradation matricielle due a I’activité de la MMP-2 [Brooks et coll., 1996].
D’autres intégrines, telles que aif; et apPs jouent également un rdle important dans I’invasion du

mélanome [Rathinam et Alahari, 2010].

I-1-3-3-b/ Les contacts focaux

Les contacts focaux sont des complexes protéiques permettant le phénomeéne d’adhésion
indispensable dans la migration cellulaire. Ils assurent le lien entre la matrice extracellulaire qui sert
de support a la cellule migrante et les phénomeénes intracellulaires impliqués dans la migration. Ces
contacts focaux sont constitués de nombreuses protéines. Les molécules d’adhésion, les intégrines,
sont liées a une protéine de liaison, la taline, elle-méme liée a la vinculine qui interagit avec les
filaments d’actine [Ananthakrishnan et Ehrlicher, 2007]. Le regroupement des intégrines active la

protéine kinase FAK, véritable carrefour des voies de signalisation régulant la migration cellulaire.
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Figure 9 : L’adhésion focale et le role de FAK

(D apres https://www.giagen.com/geneglobe/pathwayview.aspx?pathwaylD=173)

La protéine FAK est une tyrosine kinase de 125 kDa associée aux contacts focaux qui
intervient au cours de nombreuses étapes de la migration cellulaire. Sous I’action de stimuli
extérieurs tels que le regroupement d’intégrines ou EGF, la migration est initiée par la
transphosphorylation de FAK sur différents résidus tyrosine, comme par exemple le résidu
tyrosine 397, site de liaison pour Src et PI3K. Cette phosphorylation est nécessaire pour la fonction
d’échafaudage de la protéine FAK. Celle-ci peut s’associer avec des protéines adaptatrices telles que
p130°* pour former un complexe v-Src-Cas-Crk-Dock180 capable de promouvoir la migration via
des voies de signalisation activant Rac-1 et JNK. Ces voies de signalisation entrainent une
augmentation de I’expression de MMP-2 et MMP-9 nécessaires a la protéolyse matricielle
péricellulaire [Kuphal et coll., 2005 ; Luo et Guan, 2009].
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La proteine FAK joue également un rdle dans la régulation de la protéolyse matricielle
péricellulaire exercée par la MMP-14. En effet, le complexe FAK/Src est capable de phosphoryler
I’endophiline A2 sur le résidu tyrosine 315 de son domaine SH3. L’endophiline A2, associée a la
dynamine, est impliquée dans le processus d’endocytose de la MMP-14. Cette phosphorylation réduit
la capacité de ’endophiline A2 a interagir avec la dynamine ce qui conduit a une inhibition de
I’endocytose de la MMP-14 et donc a une augmentation de I’expression de cette protéase a la surface

cellulaire [Wu et coll., 2005].
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Figure 10 - Régulation de I’endocytose de la MMP-14 par le complexe FAK/Src
(D’apres Wu, 2005)

Par ailleurs, en coopérant avec Src pour internaliser les molécules d’adhésion E-cadhérine, la
protéine FAK facilite la transition épithélio-mésenchymateuse. Cette kinase phosphoryle la protéine
adaptatrice Grb-7 et en modulant certaines protéines, comme N-WASP, Rho-GTPase et le complexe
Arp2/3 directement impliquées dans le remodelage du cytosquelette d’actine, elle induit la migration

cellulaire. Enfin, la protéine FAK est également impliquée dans le turn-over des adhésions focales
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par son association avec les protéines Src, Calpaine-2 et Erk-2 [Kuphal et coll., 2005 ; Luo et Guan,
2009].

Les filaments d’actine représentent le moteur principal de I’initiation de la migration. Ils
résultent de la polymérisation de monomeéres d’actine et sont naturellement polarisés avec une
extrémité dite « plus » a polymérisation rapide et une extrémité dite « moins » a polymérisation plus
lente. Chacune des extrémités des filaments d’actine a une concentration critique différente. La
concentration critique est definie comme la concentration minimale d’actine permettant la
polymérisation ; en-dega, les filaments d’actine se dépolymérisent. Ainsi, si la concentration
intracellulaire de monoméres d’actine se situe entre les deux concentrations critiques, I’extrémité &
croit, di & la polymérisation d’actine, alors que ’extrémité © rétrécit via une dépolymérisation de
I’actine. La polymérisation des filaments d’actine va projeter la membrane plasmique vers la
direction de migration et ainsi initier le processus de migration [Ananthakrishnan et Ehrlicher, 2007 ;
Le Clainche et Carlier, 2008].

e

4.’.”/ -\J

YYVY Connexion entre

molécules d’adhésion
et réseau d’actine
L'assemblage de I'actine 1

permet le développement J
d’une protrusion -

Protrusion

—
l/ ™y
¥

T
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(D apres Le Clainche et Carlier, 2008)

Au cours de la migration, des forces contractiles sont nécessaires a 1’avancée de la cellule lors
de I’étape de contraction du corps cellulaire. Ces forces contractiles sont principalement produites

par des « moteurs » moléculaires représentés par la myosine. Ainsi, les « tétes » des protéines de

41



I-Introduction

myosine se lient aux filaments d’actine. Un changement de conformation de la myosine permet
ensuite le basculement de la «téte » de myosine le long du filament d’actine générant une force
contractile. Enfin, la « téte » de myosine se détache du filament d’actine. La répétition de ces étapes
impliquant la myosine est a 1’origine du mouvement lors de la contraction du corps cellulaire

[Ananthakrishnan et Ehrlicher, 2007].

Lors de la progression tumorale, la migration cellulaire joue un réle essentiel dans la
dissémination meétastatique. Les cellules tumorales ne sont pas les seules affectées par ce
phénomene, la migration cellulaire est également requise au niveau des cellules endothéliales lors de

I’angiogenese.
I-1-3-4/ Angiogenese tumorale

L’angiogenése est définie comme la formation de nouveaux vaisseaux sanguins a partir de
vaisseaux préexistants, en opposition a la vasculogenese consistant en la mise en place de vaisseaux
sanguins a partir de cellules précurseurs au cours du développement embryonnaire. L’angiogenese
participe a de nombreux phénomenes physiologiques, comme 1’extension de 1’arbre vasculaire, mais
apparait également essentielle lors de processus pathologiques comme le développement tumoral. La
vascularisation, en assurant le transport passif des cellules tumorales dans la circulation sanguine ou
lymphatique, contribue a la dissémination métastatique. Le degré de vascularisation est ainsi corrélé

a la progression de la tumeur et apparait comme un facteur pronostique important.

Lors du développement du mélanome, les mélanocytes transformés proliférent de maniere
incontr6lée ce qui provoque une augmentation considérable des besoins en oxygene et nutriments qui
ne peuvent plus accéder au coeur de la tumeur par simple diffusion. Pour répondre a ces besoins, le
développement d’un nouveau réseau vasculaire permettant 1’acheminement des nutriments et de

I’oxygene a la tumeur est nécessaire.

42



I-Introduction

a. Induction b. Résolution
Dégradation de la MBV (MMPs) Régulation négative de la prolifération
_ et de la migration
. . Reformation de la MBV
Prolifération Migration Assemblage de la MBV

Y

e O

Attachement des péricytes

— Fibroblastes
. . MMPs,
VEGF, ﬁ Cellules immunitaires
bFGF,
‘ . PDGF % @ MBV : Membrane Basale
t& Vasculaire

{k

Detacherﬁéﬁt des péricytes

Matrice provisoire

Matrice intermédiaire

MBV mature
1~ MBV dégradée

Cellules tumorales

Figure 12 : L angiogenése tumorale

(D apres Kalluri, 2003)

En réponse a I’hypoxie et au manque de nutriments, les cellules de mélanome sécrétent alors
des facteurs pro-angiogéniques notamment VEGF (Vascular Endothelial Growth Factor), bFGF
(basic Fibroblast Growth Factor), PDGF (Platelet-Derived Growth Factor) et TGF (Transforming
Growth Factor) [Mahabeleshwar et Byzova, 2007]. En effet, lors de ’hypoxie, 1’expression de HIF-
la est augmentée ce qui conduit & une augmentation de I’expression du facteur de transcription HIF-
1, formé de deux sous-unités HIF-1a et HIF-1B. Ce facteur de transcription est capable d’induire
I’expression du géne codant le VEGF grace a une séquence HRE présente dans son promoteur
[Clottes, 2005]. Les facteurs pro-angiogéniques diffusent jusqu’au réseau vasculaire pour se fixer
aux récepteurs présents a la surface des cellules endothéliales. Cette fixation active certaines cellules
endothéliales (tip-cells) qui sécretent des protéases permettant la dégradation de la membrane basale
vasculaire puis la matrice extracellulaire environnante [Gerhardt et coll, 2003]. Les cellules
endothéliales migrent et proliférent vers le site de la tumeur et forment ainsi une colonne de
migration appelée bourgeon vasculaire. Ensuite, les cellules endothéliales s’organisent en tubes qui
se raccordent les uns aux autres afin de former la lumiére vasculaire. Par la suite, les signaux pro-
angiogéniques s’atténuent progressivement grace a la production de signaux anti-angiogéniques

stimulés par 1’oxygeéne apporté par le flux sanguin émergeant. Enfin, la formation d’une nouvelle
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membrane basale vasculaire et le recrutement de peéricytes permettent la stabilisation des neo-
capillaires [Karamysheva, 2008]. Les cellules endothéliales n’atteignant pas la maturation sont

éliminées par élagage vasculaire (« vascular pruning ») [Dor et coll., 2001].

L’angiogenése est un processus finement régulé sous le controle d’un équilibre entre facteurs
pro-angiogeniques et anti-angiogéniques. Outre les systémes de régulation « classiques », via
I’activation ou I’inhibition des promoteurs de geénes ou encore la dégradation de protéines, ces
facteurs pro-angiogéniques ou anti-angiogéniques peuvent aussi étre régulés par des micro-ARN
(miRNA). Les miRNA sont de petits ARN non codants capables de réguler I’expression de génes en
se liant & un ou plusieurs ARNm cible(s). Leur biogenese requiert 1’action successive de deux
endonucléases RNAse Ill: Drosha, dans le compartiment nucléaire, puis Dicer, dans le
compartiment cytoplasmique. L’inactivation de ces endonucléases est corrélée a une diminution de la
prolifération et de la migration de cellules endothéliales ainsi que de la formation de pseudotubes in
vitro et a une augmentation de 1’expression de protéines pro-angiogéniques. Ceci témoigne d’une
implication potenticlle des miRNA dans la régulation de I’angiogenése en ciblant des genes clés

intervenant dans le processus angiogénique [Kuehbacher et coll, 2007 ; Heusschen et coll., 2009].

miRNA pro-angiogeniques miRNA anti-angiogéniques
miR-126 ; miR-17-5p ; miR-18a miR-221 ; miR-222
miR-19a ; miR-130a ; miR-21 miR-17 ; miR-20
miR-31 ; miR-27b ; let-7f miR-92 ; miR-155

Figure 13 : Classement des principaux miRNA en fonction de leur implication dans
[’angiogenese tumorale

Lors de I’angiogenése tumorale, ces facteurs sont principalement sécrétés par les cellules
tumorales. Cependant, I’environnement matriciel joue également un rdle essentiel dans la régulation
de I’angiogenése avec la libération, au cours de la protéolyse matricielle, de facteurs de croissance
piégés dans la matrice extracellulaire ainsi que de matrikines, fragments de la matrice extracellulaire

possédant une activité biologique [Tandle et coll., 2004].

Ainsi, la matrice extracellulaire joue un rdle prépondérant dans la progression tumorale et la

dissémination métastatique.
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-2/ La matrice extracellulaire

1-2-1/Généralités

La matrice extracellulaire est définie par I’ensemble des macromolécules extracellulaires.
Elle est composée de protéoglycannes et d’acide hyaluronique, de glycoprotéines, et de fibres,
principalement des fibres de collagenes et des fibres élastiques. Ces macromolécules interagissent
entre elles pour former un assemblage complexe dont les propriétés dépendent de sa composition et
de son arrangement. Les fibres de collagénes et les fibres élastiques permettent la formation d’un
réseau dense résistant aux tensions alors que les protéoglycannes et glycoprotéines sont a I’origine

d’un réseau plus lache résistant aux forces de compression [Culav et coll., 1999].

La matrice extracellulaire assure ainsi de nombreux réles comme le soutien des cellules. Par
son interaction avec les cellules, elle peut réguler de nombreux phénomenes dont la proliferation, la
migration et la survie cellulaire. De plus, sa protéolyse peut libérer des facteurs régulant également

de nombreux processus biologiques.
Ces facteurs peuvent étre [Tran et coll., 2005] :

- des facteurs de croissance et cytokines piéges dans la matrice extracellulaire

- des matrikines, peptides issus de macromolécules de la matrice possédant une
activité biologique [Maquart et coll., 1999]

- des matricryptines, peptides matriciels uniquement actif aprés modification

conformationnelle révélant le site cryptique possédant 1’activité biologique [Davis
et coll., 2000]

La matrice extracellulaire résulte d’un équilibre entre synthése et dégradation de ses
composants. Ceux-ci sont secrétés par des cellules mésenchymateuses, notamment par les
fibroblastes au niveau du derme, tandis que sa protéolyse résulte essentiellement de 1’activité des

MMPs et du systeme plasminogéne-plasmine décrits précédemment.

Il existe des matrices extracellulaires spécialisées notamment les membranes basales.
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I-2-2/ Les membranes basales

1-2-2-1/ Généralités

Les membranes basales sont des matrices extracellulaires hautement spécialisees qui
représentent une zone frontiére entre 1’épithélium et le tissu conjonctif sous-jacent. Elles sont
constituées de protéoglycannes, de glycoprotéines de structure et de collagenes. Les membranes
basales assurent différents roles, notamment un role de soutien des cellules et de cohésion des tissus.
La membrane basale glomérulaire joue un réle particulier puisqu’elle intervient dans la fonction de
filtration. Les facteurs de croissance et cytokines piégés dans les membranes basales permettent le
contréle de fonctions cellulaires. Par I’interaction de ses composants avec les cellules, les
membranes basales régulent des activités biologiques telles que la migration, la prolifération ou

encore la différenciation cellulaire [Kruegel et Miosge, 2010].
I-2-2-2/ Structure des membranes basales

Les membranes basales forment un réseau de protéoglycannes, glycoprotéines et collagenes.
Les protomeres de collagenes et de laminines sont assemblés a I’intérieur de la cellule puis sécrétés
dans le milieu extracellulaire. Les composants des membranes basales s’auto-assemblent pour former
un maillage. Ce processus semble étre initié par la polymérisation des laminines, ancrées a la surface
cellulaire via des récepteurs comme les intégrines. Le réseau de collagéne de type IV s’associe
ensuite aux laminines et les protéoglycannes s’entremélent aux réseaux de collagenes et de
laminines. En microscopie électronique, la membrane basale est divisée en deux structures : la
lamina densa, correspondant au réseau dense de collagene et la lamina lucida, correspondant aux
glycoprotéines. Une troisieme couche peut parfois étre observée, la lamina reticularis, correspondant

a des fibres d’ancrage.
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Membrane basale

Figure 14 : Structure et assemblage de la membrane basale

(D apres Yurchenco et Schittny, 1990 ; Kalluri, 2003)

47



I-Introduction

I-2-2-3/ Les composants des membranes basales
I-2-2-3-1/ Protéoglycannes

Les protéoglycannes sont caractérisés par une protéine cceur liée de facon covalente a une ou
plusieurs chaines de glycosaminoglycannes sulfatés. Le cceur protéique est spécifique du type de
protéoglycanne et peut étre de taille variable. De méme, les chaines de glycosaminoglycannes,
composées d’unités disaccharidiques répétées, peuvent varier, et ce sont a la fois le type et le nombre
d’unités qui déterminent les propriétés du protéoglycanne. Ainsi, les protéoglycannes peuvent étre a
chondroitine sulfates, kératane sulfates, dermatane sulfates ou encore héparane sulfates. Les
protéoglycannes ont plusieurs fonctions comme I’hydratation de la matrice extracellulaire ou la

stabilisation des réseaux de collagenes [Culav et coll., 1999].

Au niveau des membranes basales, le protéoglycanne majoritaire est le perlécanne, un
héparane sulfate dont la masse moléculaire du cceur protéique est d’environ 400 kDa. Ce
protéoglycanne possede 5 domaines (domaines I a V) ou le domaine I porte les 3 chaines d’héparane
sulfates. La protéine cceur contient de nombreux sites de liaisons a d’autres molécules constituant les
membranes basales comme le nidogéne, le collagéne de type IV, les intégrines et 1’héparine [LeBleu,
2007]. Le perlécanne est également capable d’interagir avec divers facteurs de croissance, tels que
FGF ou encore PDGF, et ainsi régule différentes fonctions cellulaires comme la migration ou la
prolifération. De plus, le domaine V du perlécanne, I’endorepelline, a des propriétés anti-

angiogéniques [Kruegel et Miosge, 2010].

L’agrine est également présente dans les membranes basales. C’est un protéoglycanne a
héparane sulfate avec une protéine cceur de plus de 400 kDa. Ce protéoglycane posseéde différents
domaines lui permettant notamment de se lier avec des laminines ou encore des intégrines
[Yurchenco et Patton, 2009].

I-2-2-3-2/ Glycoprotéines non collagéniques

Les glycoprotéines sont des protéines portant des groupements glucidiques. Elles possédent
de multiples domaines et donc diverses fonctions. Elles représentent une catégorie minoritaire par
rapport aux autres composants matriciels mais jouent un réle essentiel. Elles stabilisent la matrice

extracellulaire et assurent les liens entre les cellules et les composants matriciels. Les glycoprotéines
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ont également une fonction régulatrice de nombreux phénomeénes biologiques et de nombreuses

matrikines dérivent des glycoprotéines [Culav et coll., 1999 ; Maquart et coll., 2004].

Les laminines et les nidogénes sont retrouvés de facon ubiquitaire dans les membranes

basales.

Les laminines sont des glycoprotéines hétérotrimériques composées d’une chaine a, d’une
chaine 3 et d’une chaine vy, associées entre elles par des ponts disulfure. Il existe cinq chaines a (al a
a), trois chaines B (B1 a B3) et trois chaines y (y1 a y3) qui peuvent s’assembler en seize isoformes
différentes au moins [Aumailley et coll., 2005]. Les laminines possedent de nombreux domaines
capables d’interagir avec les nidogenes, le collagéne IV ou le perlécanne. Elles jouent un rGle majeur
dans I’assemblage des membranes basales [Durbeej, 2010 ; Kruegel et Miosge, 2010]. Diverses
matrikines dérivent des laminines notamment la chaine y2 de la laminine-332 (laminine-5) ainsi que
la laminine-111 (laminine-1). Le clivage de la laminine-332 par la MMP-2 ou la MMP-14 libére un
fragment protéolytique de la chaine y2 capable d’induire la migration et I’invasion de cellules
tumorales. Cette matrikine est notamment retrouvée au niveau du front d’invasion de nombreux
cancers dont le mélanome, témoignant de son rdle pro-tumoral [Pupa et coll., 2002 ; Miyazaki,
2006]. La laminine-111 posséde différentes séquences issues de ses trois chaines capables de
modifier le comportement cellulaire. La séquence YIGSR issue de la chaine 1, par exemple, inhibe
la formation de métastases pulmonaires dans un modele de mélanome murin [Malinda et Kleinman,
1996]. Les séquences NPWHSIYITRFG et TWYKIAFQRNRK dérivant de la chaine al sont, quant
a elles, capables de favoriser I’invasion du mélanome en se liant a I’intégrine a6p1 [Nakahara et
coll., 1996]. Au niveau de la chaine y1, la séquence KAFDITYVRLKF peut faciliter la formation de
métastases pulmonaires de mélanome murin par une sécrétion accrue de MMP-9 soutenant le

processus migratoire [Kuratomi et coll., 2002].

Les nidogenes sont également connus sous le nom d’entactine et existent Sous deux
isoformes, le nidogene-1 et le nidogéne-2. Ce sont des glycoprotéines comprenant trois domaines
globulaires, G1, G2 et G3, et un domaine R en batdnnet. Ils assurent la liaison entre les composants
de la membrane basale a savoir le collagene 1V, les laminines et le perlécanne [Yurchenco et Patton,
2009].
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[-2-2-3-3/ Les collagenes
|-2-2-3-3-a/ Généralités et classification

La superfamille des collagenes regroupe les protéines de la matrice extracellulaire formées
par I’association en triple hélice de trois chaines polypeptidiques a, parmi 43 connues, reliées entre
elles par des liaisons hydrogéne interchaines. La structure hélicoidale caractéristique des collagenes
résulte de la répétition des résidus (Gly-X-Y), X étant souvent une proline etY, une
4-hydroxyproline. A ce jour, cette famille est composée de 28 membres, numérotés de 1 a XXVIII,
bien qu’un nombre croissant d’autres molécules comportant une structure caractéristique en triple
hélice soit décrit. En plus de leur domaine collagénique (COL), les collagenes possédent également
des domaines non collagéniques (NC) [Ricard-Blum et Ruggiero, 2005 ; Gordon et Hahn, 2010]. La
plupart des collagénes sont capables de former des assemblages supramoléculaires. En fonction de
leur particularité et de leur assemblage supramoléculaire, 9 sous-familles peuvent étre définies
[Gelse et coll., 2003 ; Myllyharju et Kivirikko, 2004] :

- Les collagénes fibrillaires : types I, II, 111, V, XI, XXIV et XXVII

- Les collagénes FACITs (Fibril Associated Collagens with Interrupted
Triple helix) : types IX, XII, X1V, XVI, XIX, XX, XXI, XXII et XXVI

- Les collagénes a réseaux hexagonaux : types VIII et X

- Les collagénes de membranes basales : type IV

- Les collagénes a filaments perlés : type VI

- Les collagenes des fibrilles d’ancrage : type VI

- Les collagénes transmembranaires : types X111, XVII, XXIII et XXV

- Les collagénes a domaines en triple hélice multiples ou multiplexines : types XV
et XVIII

- Les autres collagénes : types XXVIII
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Figure 15 : Classification des collagénes

(D apres Myllyharju et Kivirikko, 2004)

Au niveau des membranes basales sont retrouvés les collagenes XV, XVIII, XIX et le
collagéne V.
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I-2-2-3-3-b/ Les collagénes associés aux membranes basales
I-2-2-3-3-b-i/ Le collagéne XV

Le collagéne XV est un collagéne appartenant a la sous-famille des multiplexines, décrit
comme étant la protéine cceur d’un protéoglycanne a chondroitine sulfate. Il s’agit d’un homotrimere
constitué de 3 chaines al(XV). Chaque chaine a(XV) est une protéine de 1388 acides aminés,
comprenant de la partie N-terminale a la partie C-terminale : un domaine non collagénique NC1 de
529 résidus d’acides aminés, une sequence collagénique de 579 résidus (COL1-9) avec 8
interruptions de 7 a 45 résidus (NC2-9), et un domaine non collagénique NC10 de 255 résidus [H&gg
et coll., 1997].

25 529 579 255 aa
Peptide Domaine i Domaine central en triple i Domaine
signal N-terminal : hélice contenant 8 * C-terminal
(NC1) interruptions (NC2-9) (NC10)

Figure 16 : Structure du collagéne XV

(D ’apres Ortega et Werb, 2002)

Il est fortement exprimé au niveau du cceur, des muscles squelettiques, du placenta et
modérément au niveau des reins, du pancréas et des glandes surrénales. Il présente essentiellement
une localisation au niveau des membranes basales neuronales, mésenchymateuses, vasculaires et
certaines membranes basales épithéliales [Ortega et Werb, 2002]. Le collagéne XV assure 1’ intégrité
structurale des muscles squelettiques et des capillaires en liant les fibres de collagene a la membrane
basale. La protéolyse du domaine NC10 du collagene XV peut conduire a la libération d’une
matricryptine appelée restine. Cette matricryptine est capable d’inhiber la migration de cellules
endotheliales mais son effet sur leur prolifération reste controverse. La restine exerce un effet anti-
tumoral qui semble reposer sur ses propriétés anti-angiogéniques [Sasaki et coll., 2002 ; Xu et coll.,
2002].
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I-2-2-3-3-b-ii/ Le collagene XVIII

Le collagene XVIII appartient également a la sous-famille des multiplexines et résulte de
I’association homotrimérique de trois chaines al(XVIII). Il présente de nombreuses homologies avec
le collagéne XV et a été décrit comme un protéoglycanne a héparanne sulfate [Sasaki et coll., 2002].
Le géne COL18AL est sous le contrdle de deux promoteurs alternatifs et code deux isoformes de la
chaine al(XVIII), une isoforme courte et une isoforme longue. Cette dernic¢re étant soumise a un
épissage différentiel, il existe trois isoformes différant au niveau de leur domaine non collagénique
N-terminal : une isoforme intermédiaire, une isoforme longue et une isoforme courte. Toutes ces
isoformes partagent une structure commune. Ainsi, de la partie N-terminale vers la partie C-
terminale, chaque chaine al(XVII) est constituée d’'un domaine non collagénique NC1 de 301
résidus, d’un domaine collagénique de 689 résidus (COL1-10) interrompue par 9 domaines non
collagéniques (NC2-9) de 10 a 24 résidus, ainsi que d’un domaine non collagénique NC11 de 311

résidus.

23 157 336 689 311 aa

I '<o70rme longue

[ e 's0forme courte

| <« i€ > >
Peptide Domaine Domaine central en triple Domaine

signal N-terminal ) hélice contenant " C-terminal
(NC1) 9 interruptions (NC2-10) (NC11)

Figure 17 : Structure du collagéne XVIII
(D apreés Ortega et Werb, 2002)

Le collagene XVIII est retrouvé dans les membranes basales épithéliales et vasculaires au
niveau des organes fortement vascularisés tels que le foie pour le variant d’épissage long, mais
également les reins, les poumons ou encore le placenta pour le variant d’épissage court [Musso et
coll., 1998 ; Saarela et coll., 1998]. Il joue un réle important dans la fonction et le maintien de
I’intégrité des membranes basales en particulier oculaires et donc dans la sensibilité visuelle. Ce
collagene peut interagir avec de nombreuses molécules composant les membranes basales, tels que le

perlécanne ou encore les laminines, et peut moduler des effets biologiques par son interaction avec
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d’autres héparanne sulfates, comme les glypicannes [Marneros et Olsen, 2005]. La protéolyse de son
domaine non collagénique C-terminal libére un fragment d’environ 20 kDa, 1’endostatine.
L’endostatine est capable d’inhiber la croissance tumorale et la formation de métastases in vivo
notamment grace a ses propriétés anti-angiogéniques. L’activité anti-angiogénique de 1’endostatine
réside dans I’induction de I’apoptose des cellules endothéliales mais également dans 1’inhibition de
la prolifération induite par les facteurs de croissance bFGF et VEGF et de la migration des cellules
endothéliales. L’endostatine exerce des effets sur les systemes protéolytiques en particulier sur le
systeme plasminogéne, en réprimant la production d’uPA, ainsi que sur les MMPs, en inhibant
I’activité catalytique de la MMP-14 et de la MMP-2 qui bloque alors 1’activation de la proMMP-2.
Par ces effets, 1’endostatine inhibe 1’invasion des cellules endothéliales au cours de 1’angiogenése

tumorale [Wickstrom et coll., 2001 ; Ortega et Werb, 2002].
I-2-2-3-3-b-iii/ Le collagene XIX

Le collagene XIX est un collagéne FACIT minoritaire des membranes basales. Il s’agit d’un
homotrimere résultant de I’assemblage de trois chaines al(XIX) en triple hélice. Cette structure
nécessite 14 résidus cystéine formant des ponts disulfure intrachaines qui stabilisent la triple hélice.

Chaque chaine a1(XIX) présente :

- un domaine N-terminal non collagénique NC6 de 268 acides aminés

- un domaine collagénique discontinu de 832 résidus constitué de 5 régions
collagéniques (COL1-COLS5) interrompues par 4 régions non collagéniques de 20
a 40 acides aminés (NC5-NC2)

- un domaine non collagénique NC1 de 19 résidus a I’extrémité C-terminale.

T NN NI D —

[ I | |

¢ cc ¢ cccece

| <3——268 ap—1>1 <3 832 aa - — — e |.A
Domaine N-terminal Région collagénique interrompue 19 A8

COOH-peptide
§ Peptide signal
B Interruption

Figure 18 : Structure du collagéne XIX

(D apres Myers et coll., 1997)
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Ce collagene est retrouvé au niveau des zones de membranes basales vasculaires, neuronales
et épitheliales. Il semble jouer un réle important dans la différenciation musculaire ainsi que dans
I’angiogenese [Myers et coll., 2003 ; Sumiyoshi et coll., 2004]. Le collagéne XIX disparait dés les
premiers stades invasifs du cancer du sein permettant le remodelage de la matrice extracellulaire et
donc I’infiltration des cellules tumorales [Amenta et coll., 2003]. Le domaine NC1 du collagéne XIX
est capable d’inhiber in vivo la croissance tumorale dans un modéle de mélanome murin. In vitro, ce
domaine est capable d’inhiber les propriétés invasives des cellules tumorales d’une part et exerce une
activité anti-angiogénique d’autre part. Ces effets peuvent en partie s’expliquer par une inhibition de
la migration des cellules tumorales et endothéliales associée a une inhibition de 1’expression de la
MMP-14 et du VEGF. Ces propriétés anti-migratoires ont également été mises en évidence dans un

modele de mélanome humain in vitro [Ramont et coll., 2007 ; Toubal et coll., 2010].
I-2-2-3-3-b-iv/ Le collagéne IV

Le collagéne de type IV est le composant majeur des membranes basales et représente le seul
collagéne capable de former un réseau en s’auto-assemblant. Ce collagéne est un hétérotrimere formé
de trois chaines a(IV) parmi 6 possibles, al(IV) a a6(IV). Ces différentes chaines sont codées par 6
geénes distincts présents sur 3 chromosomes différents. Ils sont situés par paire en position téte-béche
et sous le contréle d’un promoteur commun. Ainsi, les génes des chaines al(IV) et a2(IV) se situent
sur le chromosome 13, ceux des chaines a3(IV) et a4(IV) sur le chromosome 2 et enfin les génes des
chaines a5(IV) et a6(IV) sur le chromosome X [Kalluri, 2003]. Chacune des chaines a(IV) comporte
3 régions :

- Un domaine 7S, riche en cystéine, situé dans la partie N-terminale et composé
d’environ 15 acides aminés

- Un long domaine collagénique central d’environ 1400 acides aminés, caractérisé
par une répétition Gly-X-Y, X étant préférentiellement un résidu de proline ou de
lysine et Y, un résidu d’hydroxyproline ou d’hydroxylysine. Ce domaine est
discontinu, interrompu par de courtes séquences non collagéniques responsables
d’une certaine flexibilité du protomere

- Un domaine globulaire et non collagénique NC1 d’environ 230 acides aminés et
situé dans la partie C-terminale, nécessaire lors de 1’auto-assemblage des chaines
a(IV)
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. , Domaine NC1
Domaine en triple hélice (motifs Gly-X-Y)

L1 -

Domaine 75 ~ 1400 a.a. ~230a.a.

Figure 19 : Structure du collagéene 1V

(D apres Kalluri, 2003)

Trois protoméres différents, résultant de 1’association de 3 chaines o(IV), ont été décrits :
al(IV)e2(IV)al(1V), a3(IV)ad(IV)aS(V), aS(IV)a6(IV)aS(IV). Cette association en trimere
requiert des liaisons hydrogéne et des interactions hydrophobes de surface entre les domaines NC1
des chaines al(IV) et a2(IV) pour I’association al(IV)a2(IV)al(IV) tandis que le domaine NC1 de
la chaine o3(IV) apparait indispensable pour ces interactions lors de 1’association
a3(IV)ed(IV)aS(IV). La distribution tissulaire de ces chaines est variable. Les protomeres
al(IV)a2(IV)al(IV) sont majoritaires et retrouvés de fagon ubiquitaire au niveau des membranes
basales. Les chaines a3(IV) et a4(IV) sont uniquement retrouvées associées en protomeres
a3(IV)ed(IV)aS(IV) et sont exprimées au niveau de membranes basales spécifiques telles que celles
des fibres musculaires synaptiques, de I’aorte, du poumon, de la cochlée, du glomérule rénal et de la
capsule du cristallin. La chaine a5(IV) est également retrouvée au niveau de ces membranes basales
lors de son association avec a3(IV) et 04(IV) mais également au niveau des membranes basales du
rein, du poumon, de la capsule du cristallin, de 1I’cesophage et de la peau lors de son association avec

a6(IV) [Lebleu et coll., 2010].

Les trimeres s’auto-assemblent pour former trois types de réseaux : ala2al/alaal,
a3o04aS/a304aS5 et ala2al/aSabaS. L’assemblage en réseau nécessite des interactions intervenant au
niveau des domaines 7S et NC1. En effet, les domaines NC1 interagissent entre eux pour établir des
dimeres, stabilisés par la formation de ponts disulfure entre 12 résidus cystéine présents au niveau
des 6 chaines a(IV). L’interaction des domaines 7S de quatre protomeres permet la formation de
tétrameéres grace a de nombreux ponts disulfure et des liaisons croisées dérivant des résidus lysine et
hydroxylysine. L’assemblage en tétrameres et dimeres conduit a la formation du réseau de collagene
IV, maillage fin et résistant, ou s’entremélent les glycoprotéines et protéoglycannes des membranes

basales [Kalluri, 2003].
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Protomere

Figure 20 : Formation du réseau du collagene 1V

(D apreés Kalluri, 2003)

Des mutations au niveau des geénes codant les chaines a3(IV), 04(IV) ou a5(IV) menent a des
perturbations dans la formation du réseau a 1’origine du syndrome d’Alport. D’autres pathologies
sont également décrites comme la léiomyomatose associée au syndrome d’Alport, suite a des
délétions au niveau des genes COL4A5 et COL4AG, ou encore le syndrome de Goodpasture, ou des

auto-anticorps dirigés contre le domaine NC1 a3(IV) se fixent au niveau des membranes basales

[Kadler et coll., 2007 ; Atgmael et Bruckner-Tuderman, 2010].

De nombreuses matrikines dérivent du collagéne IV en particulier des domaines NC1 des

chaines a du collagene I'V.
I-3/ Les matrikines dérivees du collagene 1V

1-3-1/ La triple hélice

Diverses séquences du domaine collagénique de la chaine al du collagéne IV, comme les
séquences 531-543 ou encore 1263-1277, exercent des effets biologiques, notamment une
augmentation de 1’adhésion, de 1’étalement et de la motilité de cellules de mélanome via leur

interaction avec 1’intégrine a3p1 et le récepteur CD44 respectivement [Miles et coll., 1994]. La
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séquence 434-472 interagit avec I’intégrine alf1 ce qui conduit a une augmentation de 1’adhésion
des cellules de fibrosarcome. Le fragment CB3(IV), obtenu par digestion au bromure de cyanogene
de la triple hélice du collagéne IV, peut interagir avec les intégrines alfl et a2B1 et ainsi
promouvoir I’adhésion de cellules endothéliales [Fields et coll., 1993]. La région en triple hélice du
collagene IV générée par une digestion par la pepsine stimule 1’adhésion de cellules de mélanome de
maniere partiellement dépendante aux séquences RGD présentes au sein de cette région [Fields et
coll., 1993 ; Miles et coll., 1994 ; Pasco et coll., 2005].

I1-3-2/ L’arresténe

L’arresténe correspond au domaine NC1 de la chaine al du collagéne IV libéré grace a
I’activité protéolytique de la MMP-9. Ce domaine de 26 kDa possede une activité anti-angiogénique
et des propriétés anti-tumorales. Cette activité anti-angiogénique se traduit par une inhibition de la
migration, de la prolifération et de la formation de pseudotubes in vitro. Elle résulte de ’interaction
du domaine NC1 al(IV) avec I’intégrine alfl qui inhibe la phosphorylation de FAK. Cette
inhibition de la phosphorylation de FAK induit une inactivation des voies Raf/MEK/ERK1/2/p38
MAPK et ainsi inhibe HIF-1o, nécessaire a 1’expression du facteur pro-angiogenique VEGF
[Sudhakar et coll., 2005]. In vivo, cette activité anti-angiogénique conduit a une inhibition de la
croissance tumorale et de la formation de métastases [Colorado et coll., 2000]. L’arresténe est
¢galement capable de moduler I’activation de la MMP-2 [Boosani et coll., 2010] ou encore
d’augmenter le phénoméene d’apoptose des cellules endothéliales par I’inhibition des facteurs anti-
apoptotiques Bcl-2 et Bel-xL. La séquence active de 1’arresténe semble se trouver dans la partie C-
terminale du domaine [Nyberg et coll., 2008].

I-3-3/ La canstatine

Le domaine NCI1 de la chaine a2(IV), nommé canstatine, est un inhibiteur endogene de
I’angiogeneése et de la croissance tumorale de 24 kDa. In vitro, la canstatine inhibe la prolifération et
la migration des cellules endothéliales ainsi que la formation de pseudotubes [Kamphaus et coll.,
2000]. Elle induit également I’apoptose de cellules endothéliales en inhibant la phosphorylation de
FAK et Akt ce qui conduit a I’induction de ’apoptose dépendante de Fas avec 1’inhibition du facteur
anti-apoptotique FLIP [Panka et Mier, 2003]. Deux séquences semblent étre responsables de cette
activité anti-angiogénique : la séquence N-terminale de la canstatine nécessaire a 1’induction de
I’apoptose des cellules endothéliales et la séquence C-terminale associée a 1’inhibition de la

prolifération de ces cellules [He et coll., 2003 ; He et coll., 2004]. La canstatine est egalement
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capable d’inhiber la lymphangiogenése [Hwang-Bo et coll., 2010] et d’augmenter 1’adhésion de
cellules tumorales. Les effets de la canstatine semblent résulter de son interaction avec plusieurs
intégrines : ’intégrine avp3, ’intégrine alBl [Roth et coll., 2005] ou encore I’intégrine avp5
[Magnon et coll., 2005]. In vivo, les propriétés anti-angiogéniques et anti-lymphangiogéniques de la
canstatine ménent a une inhibition de la croissance tumorale dans différents modeles de cancer
[Kamphaus et coll., 2000 ; He et coll., 2004 ; Roth et coll., 2005 ; Hwang-Bo et coll., 2010]. De plus,
I’utilisation de la canstatine en combinaison avec d’autres agents anti-cancéreux semblent étre

prometteurs dans des modeles de xénogreffes [Magnon et coll., 2008 ; Wang et coll., 2008].

I-3-4/ La tumstatine

La tumstatine, domaine NC1 de la chaine a3 du collagene IV, est un peptide de 28 kDa issu
de la protéolyse matricielle. II est libéré par ’activité de diverses métalloprotéinases telles que la
MMP-9, mais aussi les MMP-2, MMP-3 et MMP-13 [Ortega et Werb, 2002]. Deux séquences
distinctes permettent a la tumstatine d’exercer a la fois une activité anti-angiogénique et anti-
tumorale. L’activité anti-angiogénique réside essentiellement dans la séquence 54-132, nommée tum-
5, plus précisément au niveau de la séquence 74-98, et son interaction RGD-indépendante avec
I’intégrine avP3 [Maeshima et coll., 2001a]. In vitro, cette séquence exerce un effet inhibiteur de la
prolifération des cellules endothéliales par un arrét du cycle cellulaire en phase G1 des cellules
stimulées par VEGF et bFGF, et par une induction de 1’apoptose via la stimulation de 1’activité
caspase 3 des cellules prolifératives. La tum-5 inhibe également la formation de pseudotubes in vitro.
In vivo, la croissance tumorale est ralentie suite a I’injection de tum-5. Ce ralentissement est di a
I’activité anti-angiogénique du peptide qui induit 1’apoptose des cellules endothéliales [Maeshima et
coll., 2001a ; Maeshima et coll., 2001b ; Hamano et Kalluri, 2005].

Les séquences 185-203 et 179-208 ont aussi €té décrites pour leur activité anti-angiogénique
en inhibant la prolifération, la migration et en stimulant I’adhésion des cellules endothéliales. La
tumstatine exerce également une activité anti-tumorale en inhibant la prolifération de diverses
cellules cancéreuses telles que des cellules de mélanome, de fibrosarcome, de prostate ou de
poumon. Cette activité anti-tumorale de la tumstatine réside dans la séquence 185-203 [Han et coll.,
1997 ; Hamano et Kalluri, 2005]. Cette séquence, par son interaction avec l’intégrine avf3,
augmente 1’adhésion des cellules de mélanome et inhibe la prolifération et la migration de ces
cellules. Cette région de la tumstatine module également 1’activité protéolytique des cellules
tumorales en inhibant notamment [’activation de la MMP-2, corrélée a une inhibition

de D’expression de la MMP-14 et de I’intégrine avp3. Le systéme plasminogene-plasmine est
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¢galement touché puisque cette séquence de la tumstatine inhibe 1’activité de I’activateur tPA et
stimule I’expression de I’inhibiteur PAI-1 [Pasco et coll, 2000a ; Pasco et coll, 2000b ; Sudhakar et
Boosani, 2008]. Au sein de cette séquence, les résidus CNYYSNS sont indispensables a ’activité
biologique en particulier les résidus YSNS impliqués dans la formation d’un coude B [Floquet et
coll., 2004]. La séquence 185-203 de la tumstatine, via le triplet SNS, empéche également

I’activation de polynucléaires neutrophiles [Monboisse et coll., 1994].

I-3-5/ La pentastatine-1

Différents fragments dérivés du domaine NCI1 de la chaine a5(IV) ont été décrits comme
potentiellement anti-angiogéniques, nommés pentastatine-1, pentastatine-2 et pentastine-3
[Karagiannis et Popel, 2007]. La pentastatine-1, comprenant les résidus 1516-1535 de la chaine
aS(IV), a été étudié plus précisément. En effet, cette séquence inhibe la prolifération de cellules
tumorales et endothéliales par son interaction avec la sous-unité d’intégrine B1. La pentastatine-1
possede une activité anti-angiogénique et anti-tumorale in vivo dans plusieurs modeéles de
xenogreffes [Koskimaki et coll., 2009 ; Koskimaki et coll., 2010].

I-3-6/ L’hexastatine

L’hexastatine correspond au domaine NC1 de la chaine a6 du collagéne IV de 25 kDa. Ce
domaine est capable d’inhiber la prolifération de cellules endothéliales in vitro ainsi que la
croissance tumorale in vivo dans deux modeles de cancers murins grace a son activité anti-

angiogénique [Mundel et coll., 2008].

I1-3-7/ Le domaine NC1 de la chaine 04(I1V)

Bien que diverses régions de ce domaine ont été décrites comme potentiellement anti-
angiogéniques, aucune activité anti-tumorale ou anti-angiogénique du domaine NC1 04(IV) n’a été
démontrée jusqu’a aujourd’hui [Petitclerc et coll., 2000 ; Karagiannis et Popel, 2007]. En effet, dans
un modéle de membrane chorioallantoidienne, 1’injection du domaine NC1 a4(IV) est incapable
d’inhiber I’angiogenése induite par le bFGF. De méme, aucune inhibition de la croissance tumorale
in vivo n’a été montrée apres 1’injection du domaine NC1 a4(IV) dans un modéle de mélanome de
hamster [Petitclerc et coll., 2000]. Trois peptides dérivés du domaine NC1 o4(IV), la tétrastatine-1,
la tétrastatine-2 et la tétrastatine-3, ont cependant été decrits pour leur capacité a inhiber la

prolifération de cellules HUVECS ainsi que leur migration induite par le VEGF in vitro [Karagiannis
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et Popel, 2007]. Par ailleurs, in vitro, des études préliminaires menées au sein de notre laboratoire ont
montré une inhibition de la prolifération et de 1’invasion des cellules de mélanome UACC 903 lors
de la surexpression du domaine NC1 04(IV) complet ou du domaine NC1 a4(IV) [180-229]. De
surcroit, une inhibition de la croissance tumorale a été observée in vivo, dans un modele de
mélanome murin, aprés électrotransfert d’un plasmide permettant la surexpression du domaine

NC1 a4(IV) dans le muscle ischio-jambier des souris [Thevenard, 2007].

De nombreuses matrikines dérivées des collagenes de membrane basale, notamment des
domaines NC1 du collagene de type IV, sont ainsi capables de réguler la croissance tumorale, et

leurs analogues structuraux, susceptibles d’étre utilisés comme agents anti-Cancereux.
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But de ’étude

Le mélanome est un cancer cutané a fort pouvoir invasif et dont 1’incidence ne cesse
d’augmenter. Il dérive de la prolifération anarchique d’un mélanocyte. La principale cause de cette
prolifération est une dérégulation du cycle cellulaire. Au cours de la progression tumorale, outre ce
phénomeéne, de nombreux processus interviennent tels que la néoangiogenése tumorale qui permet la
formation de nouveaux vaisseaux a partir de vaisseaux préexistants afin d’apporter les nutriments et
I’oxygéne nécessaires a la croissance tumorale. Ainsi, les cellules tumorales poursuivent leur
prolifération non contr6lée. Au cours de I’invasion, les cellules tumorales, via diverses cascades
protéolytiques, dégradent la matrice extracellulaire, ensemble complexe de macromolécules, afin de
migrer au sein des tissus environnants ou de passer dans la circulation sanguine et développer ainsi
des métastases. Par ailleurs, la protéolyse matricielle libére des fragments de macromolécules. Ces
fragments peuvent posséder une activité biologique et ainsi réguler les processus impliqués dans la

progression tumorale ; ces fragments sont alors qualifiés de matrikines ou matricryptines.

Parmi les matrikines, les domaines NC1 des différentes chaines a du collagene IV ont été
décrits pour leurs propriétés anti-tumorale et/ou anti-angiogénique. Cependant, aucune activité anti-
tumorale n’a été décrite jusqu’a présent pour le domaine NC1 de la chaine 04(IV) complet, bien que
certains fragments issus de ce domaine possedent une activité anti-angiogénique. Or, des études
préliminaires menées au sein de notre laboratoire ont montré que ce domaine inhibe la prolifération

et I’invasion de cellules de mélanome.

C’est pourquoi, 1’objectif de ce travail est de caractériser les propriétés anti-tumorales du
domaine NC1 o4(IV) a la fois in vitro et in vivo. Pour cela, deux stratégies ont été utilisées : d’une
part, la surexpression de ce domaine par des cellules de mélanome humain UACC 903 et d’autre
part, I’utilisation du domaine recombinant. La surexpression du domaine NC1 a4(IV) nous a permis
d’étudier ’effet anti-tumoral de ce domaine a la fois in vitro et in vivo. L’effet du domaine
recombinant a été étudié uniquement in vitro. L’utilisation de ce domaine recombinant nous a permis
d’étudier un récepteur potentiel, I’intégrine a,B3. Enfin, nous avons identifié une séquence active du
domaine de 50 acides aminés. L’identification d’une séquence minimale active permettrait a plus
long terme de concevoir et de développer des analogues structuraux capables d’étre utilisés comme

agents anti-cancéreux.
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11/ Matériels et Méthodes

11-1/ Matériels et réactifs utilisés

Matériel Utilisation Fournisseurs
Aiguilles Injection souris Sherwood
Appareil d'analyse d'images Acquisition d'images Vilber Lourmat
Appareil photo Acquisition d'images Canon
Capillaires LightCycler® PCR en temps réel Roche
Cellulose DE52 - papier absorbant Western-blot (transfert) Whatman
Centrifugeuse 5810 R Centrifugation Eppendorf
Centrifugeuse 5415 R Centrifugation Eppendorf
Centrifugeuse Centrifugation Beckman

Chambre de Boyden modifiée -Thincert”™

Culture cellulaire

Greiner Bio-one

Compteur de cellules Countess Culture cellulaire Invitrogen
Concentrateurs de milieux - vivaspin Concentration protéique Sartorius
Concentrateurs de milieux - nanosep Concentration protéique Pall

Cuve Mini-PROTEAN II Electrophorése Bio rad
FACS Calibur Cytométrie en flux BD Biosciences
Filtre a usage unique 0,2 um Filtration D. Dutscher
Hotte a flux laminaire MS12 Culture cellulaire Jouan
Hyperfilm ECL Western-blot (révélation) Amersham
Incubateur 1IGO 150 Culture cellulaire Jouan
Lamelles de verre rondes - @ 12 mm Culture cellulaire VWR
Lames de verre Superfrost® Culture cellulaire VWR
Lecteur de microplaques UVM 340 Spectrophotométrie Asys

Logiciel d'analyse BiolD

Traitement des données

Vilber Lourmat

Logiciel d'analyse Image J

Traitement des données

Wayne Rasband

Logiciel d'analyse Metamorph

Traitement des données

Molecular Devices

Logiciel d'analyse Mikrowin Traitement des données Mikrotek
Logiciel d'analyse RelQuant Traitement des données Roche
Membrane Immobilon-P™ Western-blot (transfert) Millipore
Microscope inversé a fluorescence Microscopie Zeiss
Microscope confocal Microscopie Leica
Milieu de montage Microscopie Citifluor
pH-métre Préparations de solutions Radiometer
Plaques de culture Nunclon delta Culture cellulaire D. Dutscher
Thermocycleur PCR Eppendorf
Thermocycleur LightCycler® PCR en temps réel Roche
Transblot Western-blot (transfert) Bio rad
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Réactifs Fournisseurs
Acétone Prolabo
Acide acétique Prolabo
Acide chlorhydrique Prolabo
Acide Trichloracétique Prolabo
Acrylamide Euromedex
Agarose Euromedex
APS (persulfate d’ammonium) Euromedex
BET (bromure d’ethidium) Euromedex
Béta-mercaptoéthanol Sigma-Aldrich
Bleu de Coomassie G250 et R250 Sigma-Aldrich
Bleu Trypan Sigma-Aldrich
Biorad Protein Assay Kit Biorad
Colorant violet cristal Sigma-Aldrich
DEPC Sigma-Aldrich
Désoxyribonucléotides triphosphates Roche
DTT (dithiothréitol) Merck
DMSO Sigma-Aldrich
Matrigel® BD Biosciences
EDTA (Acide éthyléne-diamino-tétraacétique) Sigma-Aldrich
EGTA (Ethyléne glycol—bis(béte_l-aminoéthyl éther)-tétraacétate) Sigma-Aldrich
acid)
Ethanol Prolabo
Gélatine Sigma-Aldrich
Géneticine (G-418) Invitrogen
Glycérol Sigma-Aldrich
Glycine Euromedex
Glutaraldéhyde Sigma-Aldrich
HEPES Euromedex
Hemalun de Mayer Merck
Hexanucléotides Invitrogen
Hydroxyurée Sigma-Aldrich
lodure de propidium Sigma-Aldrich
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Réactifs Fournisseurs
Isopropanol Prolabo
KCI Merck
Kit ECL + Amersham
Blotto Bio rad
Méthanol Prolabo
MgCl, Merck
NaCl Euromedex
NaOH Prolabo
NazVO, (orthovanadate de sodium) Sigma-Aldrich
NEM (N-Ethyl-Maléimide) Sigma-Aldrich
Nonidet NP40 Euromedex
Plasmide p3XFlag-CMVT™-9 Sigma-Aldrich
Milieux de culture: DMEM-F12 Invitrogen
Plasminogene Calbiochem
PMSF (Phenylméthylsulfonylfluorure) Sigma-Aldrich
Pro MMP-2 (activité spécifique > 600 mU/mg) Calbiochem
Pro MMP-9 (activité spécifique > 1000 mU/mg) Calbiochem
Résine Ni-NTA QiAgen
SAB (sérum albumine bovine) Euromedex
SDS (Sodium Dodécyl sulfate) Euromedex
SVF (sérum de veau feetal) Invitrogen
Souris athymiques Harlan
Standard de masse moléculaire d’ADN Sigma-Aldrich
Standard de masse moléculaire de protéines Invitrogen
SYBR® Premix Ex Taq™ Takara Bio Inc.
Taq Polymérase Invitrogen
TEMED (tétraméthyl-éthyléne-diamine) Sigma- Aldrich
Transcriptase inverse Invitrogen
Tri-reagent Euromedex
Tris (tris-(hydroxyméthyl))-aminométhane Euromedex
Triton X-100 Sigma-Aldrich
Trypsine-EDTA Invitrogen
Tween-20 Sigma-Aldrich
W-1 Invitrogen
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Réactifs

Fournisseurs

Anticorps primaires

Ac anti-av intégrine

Cell signaling

Ac anti-B3 intégrine

Santa Cruz Biotechnology

Ac anti-avp3 (23C6)

Santa Cruz Biotechnology

Ac anti-avp3 (23C6) couplé a I'Alexa Fluor 647

Santa Cruz Biotechnology

Ac anti-actine (i-19)

Santa Cruz Biotechnology

Ac anti-B1 (6S6)

Chemicon (Millipore)

Ac anti-Flag SIG1-25 Sigma-Aldrich
Ac anti-Flag M2 Sigma-Aldrich
Ac anti-Ki67 Epitomics

Ac anti-MMP-14

Chemicon (Millipore)

Ac anti-cavéoline-1 Cell signaling
Ac anti-phospho-pRb Calbiochem
Ac anti-pRb Calbiochem

Ac anti-cycline D1

Santa Cruz Biotechnology

Ac anti-Von Willibrand Factor

Chemicon (Millipore)

Ac anti-NC1 04(IV)

Covalab

Ac anti-collagéne | (L-19)

Santa Cruz Biotechnology

Ac anti-6His Genescript
Anticorps secondaires
Ac anti-1gG de chevre/mouton lié a la peroxydase Sigma-Aldrich
Ac anti-1gG de lapin lié a la peroxydase Amersham
Ac anti-1gG de souris lié a la peroxydase Amersham

Ac anti-1gG de souris Alexa 488

Molecular Probes
(Invitrogen)

Ac anti-1gG de lapin Alexa 488

Molecular Probes
(Invitrogen)

11-2/ Culture cellulaire

11-2-1/ Lignées cellulaires

Différentes lignées cellulaires ont été utilisées durant cette étude.

Les cellules A 375 (ATCC CRL-1619) sont des cellules de mélanome humain hautement
métastatique, adhérentes, a morphologie épithéliale.

Les cellules HT-144 (ATCC HTB-63) sont des cellules de mélanome humain hautement
métastatique, adhérentes, a morphologie fibroblastique.
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Les cellules SK-Mel-28 (ATCC HTB-72) sont des cellules de mélanome humain hautement
métastatique, adhérentes, a morphologie polygonale.

Les cellules UACC 903 (Dr. J. Trent, Phoenix, Arizona) sont des cellules de mélanome
humain hautement métastatique, adhérentes, & morphologie polygonale.

11-2-2/ Conditions de culture

Les cellules A375 sont cultivées en milieu DMEM contenant 4,5 g/L de glucose supplémenté
par 10 % de SVF. Les cellules UACC 903 sont cultivées en milieu DMEM 4,5 ¢g/L de glucose
supplémenté par 5% de SVF et, lors de transfection parle plasmide p3x-FLAG-CMV-9, de 700
pg/mL de I’agent de sélection, la généticine G418. Les cellules HT-144 et SK-Mel-28 sont cultivées
en milieu DMEM/F-12 supplémenté par 10 % de SVF.

Les cellules sont conservées dans I’azote liquide dans leur milieu respectif contenant 20 % de
SVF et 10 % de DMSO. Lors de la mise en culture des cellules, celles-ci sont décongelées
rapidement & 37°C pendant 1 minute et ajoutées en flacon de culture de 25 cm? goutte & goutte dans
5 mL de milieu correspondant contenant deux fois plus de SVF que lors du maintien en culture. Les
cellules sont incubées a 37°C sous atmosphere humide contenant 5% de CO,. Aprés 24 h
d’incubation, le milieu de décongélation est remplacé par leur milieu respectif. Lorsque les cellules
atteignent 1’état de sub-confluence, elles subissent un passage : elles sont rincées avec de la PBS puis
la trypsine-EDTA (0,5%) permet de détacher les cellules qui sont ensuite réensemencées. Les

cellules subissent deux passages par semaine.

[1-2-3/ Etude de la viabilité cellulaire — test au bleu trypan

Le bleu trypan est un colorant de haute masse moléculaire capable d’entrer rapidement dans
les cellules lorsque I’intégrité de leur membrane est altérée. Le test au bleu trypan repose ainsi sur la
capacité des cellules vivantes a exclure ce colorant contrairement aux cellules mortes. Ainsi, apres
comptage des cellules, le pourcentage de cellules vivantes par rapport aux cellules mortes représente
la viabilité cellulaire.

Pour estimer la viabilité cellulaire, les suspensions cellulaires sont incubées 5 minutes en
présence d’ 4 volume de bleu trypan 0,4 % (m/v). Les cellules vivantes et les cellules mortes sont

comptées sur une cellule de comptage de Neubauer afin de calculer le pourcentage de viabilité.
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11-3/ Peptides synthétiques utilisés

Différents peptides synthétiques ont été utilisés au cours de cette étude : les peptides AR-50
et CS-50, synthétisés par la société Proteogenix.

Le peptide AR-50 est un peptide de 50 résidus d’acides aminés, correspondant a la séquence
1628-1677 de la chaine 0a4(IV) ou 167-216 du domaine NC1 04(IV) :
AAPFLECQGRQGTCHFFANKYSFWLTTVKADLQFSSAPAPDTLKESQAQR.

Ce peptide contient la séquence de la tétrastatine-3 [Karagiannis et Popel, 2007], soit la séquence
1628-1646 de la chaine 04(IV) ou 167-185 du domaine NC1 a4(IV). Il s’agit d’un peptide de 19
acides amines de sequence suivante : AAPFLECQGRQGTCHFFAN.

Le peptide CS-50 est un peptide de 50 acides aminés correspondant a la partie C-terminale
180-229 du domaine NC1 04(IV) ou 1641-1690 de la chaine 04(IV) :
CHFFANKYSFWLTTVKADLQFSSAPAPDTLKESQAQRQKISRCQVCVKYS.

I1-4/ Production du domaine recombinant NC1 o4(IV)

I1-4-1/ Production en systeme procaryote

La production du domaine recombinant 6His-NC1 04(IV) dans un systéme procaryote a été
réalisée au sein du laboratoire. La séquence codant le domaine complet NC1 a4(IV) humain a été
amplifiée par PCR grace au couple d’amorces suivant : 5’-TTTGGCCCTGGATACCTCGGT-3’ et
5’-CGCATTCTCTAGCTATACTTC-3’. Une fois amplifiée, la séquence est insérée dans le
plasmide pQE-31 puis I’orientation et la séquence de I’insert sont vérifiées par séquencage. Apres
transformation des bactéries E. Coli JM 109 et sélection par 50 pg/mL d’ampicilline, la production
du domaine recombinant 6His-NC1 a4(IV) est induite pendant 4 heures par 1’ajout de 0,4 mM
d’IPTG (isopropyl-p-D-thiogalactopyranoside). Les bactéries sont ensuite récupérées par
centrifugation pendant 15 minutes a 4 000 g et le culot est resuspendu dans 5 mL de tampon
contenant du NaH,PO, 50 mM, du NaCl 300 mM et de I’imidazole 10 mM, pH 8. Apres un cycle de
congélation et décongélation, la suspension est soumise a une sonication pendant 10 secondes a
amplitude 12 puis a une centrifugation a 10 000 g a 4°C pendant 30 minutes. Le surnageant (4 mL)
est alors incubé pendant 1h avec 1 mL de résine Ni-NTA sous agitation douce. Le mélange résine-
surnageant est soumis a une colonne de chromatographie d’affinité, puis, apres lavage avec 4 mL de
tampon de lavage (NaH,PO,50 mM, NaCl 300 mM et imidazole 20 mM, pH 8), la protéine est éluée
par I’ajout successif de 3 fois 0,5 mL de solution d’¢lution contenant du NaH,PO4 50 mM, du NaCl
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300 mM et de I’imidazole 250 mM, pH 8. Aprés dialyse, la pureté de la protéine est vérifiée par
électrophorese en gel de polyacrylamide — SDS (SDS-PAGE) et western-blot.

[1-4-2/ Surexpression de la protéine recombinante 3XFLAG-NCI1 o4(IV) par les
cellules UACC 903

Les cellules UACC 903 ont été transfectées au sein de notre laboratoire grace a la
lipofectamine avec le plasmide p3x-FLAG-CMV-9 contenant ou non la séquence codant le domaine
complet NC1 a4(IV) [1-229] ou le domaine NC1 o4(IV) [180-229]. La séquence codant la partie C-
terminale du domaine NC1 oa4(IV) a été amplifiée grace au couple d’amorces suivant: 5°-
CAGGGAACTTGCCACTTT-3" et 5-CGCATTCTCTAGCTATACTTC-3" et clonée dans le
plasmide p3x-FLAG-CMV-9 comme décrit précédemment. Les clones ont éte sélectionnés en milieu
DMEM 4,5 g/L de glucose contenant 5 % de SVF et 700 pug/mL de généticine G418. La
surexpression ou non de la protéine recombinante 3XFLAG-NC1 04(IV) [1-229] ou 3xFLAG-NC1
ad(IV) [180-229] est vérifiée pour chaque clone par RT-PCR et sa sécrétion dans le milieu de

culture, par électrophorése SDS-PAGE et western-blot.

11-5/ Etude de I’effet anti-tumoral de la surexpression du domaine NC1 o4(IV) in vivo

[1-5-1/ Modele expérimental

Pour étudier I’effet du domaine NCI1 a4(lV) in vivo, nous avons réalisé un modéle de
xénogreffe de mélanome humain chez la souris athymique. Les souris athymiques utilisées sont des
souris femelles agées de 6 semaines dont le poids corporel moyen est compris entre 18 et 20 g. Les
souris sont élevées dans I’animalerie de I’IFR 53 de Reims, en cage individuelle, dans une piece a
température et humidité constante, et alimentées en nourriture et en eau ad libitum. Avant de
commencer 1’étude, toutes les souris sont acclimatées durant une semaine.

Pour réaliser ce modele de xénogreffes, les cellules UACC 903 transfectées par le plasmide
p3x-FLAG-CMV-9 surexprimant ou non le domaine NC1 a4(1V) sont multipliées en milieu DMEM
4,5 g/L de glucose contenant 5% de SVF jusqu’a 80 % de confluence. Les cellules sont rincées avec
de la PBS et détachées par 1’ajout de trypsine-EDTA. Les cellules sont lavées avec de la PBS et
reprises dans du milieu DMEM 4,5 g/l de glucose avant d’étre injectées en sous-cutané dans le

flanc gauche de I’animal. Le volume injecté par souris athymique est de 150 pL d’une suspension
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cellulaire de 5.10° cellules UACC 903 surexprimant ou non le domaine recombinant 3xFLAG-NC1
ad(IV).

11-5-2/ Mesure des tumeurs

Une dizaine de jours aprés I’injection, une tumeur apparait. L’évolution de la taille des
tumeurs est suivie jusqu’a 26 jours apres ’injection des cellules. Elles sont mesurées a J 10, J 14, J
19 et J 26. Le volume tumoral est calculé grace & la formule suivante : (L/2) x I?, ou L représente la

plus grande longueur de la tumeur et | représente la longueur la plus petite.
11-6/ Prolifération cellulaire

Aprés culture jusqu’a 80 % de confluence, les cellules UACC 903 sont lavées par de la PBS
puis sont décollées par 1’ajout de trypsine-EDTA. Le culot cellulaire est ensuite repris par du milieu
DMEM 4,5 g/L de glucose contenant 10 % de SVF. Apres comptage, les cellules sont ensemencées
en plaque 96 puits & hauteur de 6500 cellules par puits. Les cellules sont incubées une heure a 37°C
afin de permettre I’adhésion. Les cellules sont incubées en présence des effecteurs pendant 24 h, 48 h
et 72 h. Les cellules sont alors lavées avec de la PBS, puis fixées avec de la glutaraldéhyde 1,1 %
(v/v) pendant 20 minutes. Une fois fixees, les cellules sont rincées abondamment avec de 1’eau
distillée et colorées avec une solution de cristal violet 0,1% (m/v) en tampon Hepes 0,2 M, pH 6,
pendant 20 minutes. Aprés lavages a I’eau distillée, 1’élution du cristal violet se fait par ajout de
100 pL d’acide acétique 10 %. L’absorbance est mesurée a 560 nm a 1’aide du lecteur de plaque
Asys HiTech UVM-340 et du logiciel Mikrowin 2000 (version 4.02).

I1-7/ Etude du cycle cellulaire

L’étude du cycle cellulaire a été réalisée en collaboration avec le Dr Marie-Lise Jourdan de

I’unité INSERM U921 a la Faculté de Médecine de Tours.
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[1-7-1/ Synchronisation des cellules

Pour des conditions optimales d’analyse, les cellules doivent étre synchronisées, c¢’est-a-dire
qu’elles doivent toutes se trouver dans la méme phase du cycle cellulaire au début de I’expérience.

Les cellules UACC 903 sont cultivées en flacon de culture de 75 cm? jusqu’a 80 % de
confluence en milieu DMEM 4,5 g/L glucose contenant 5 % de SVF. Elles sont ensuite rincées avec
de la PBS et privées de SVF pendant 36 h conduisant & un ralentissement de leur croissance. Les
cellules sont ensuite incubées pendant 24 h en milieu DMEM 4,5 g/L de glucose contenant 5 % de
SVF et de I’hydroxyurée 2 mM permettant ainsi aux cellules de reprendre leur cycle cellulaire et de

stopper en phase G1. Les cellules s’accumulent ainsi en phase G1.

11-7-2/ Cinétique du cycle cellulaire

Apreés synchronisation, les cellules sont rincées deux fois avec de la PBS avant d’étre
détachées par 1’ajout de trypsine-EDTA. Les cellules sont alors ensemencées en flacons de culture de
75 cm? & raison de 20 000 cellules / cm? dans du milieu DMEM 4,5 g/L de glucose contenant 5 % de
SVF avec ou sans protéine recombinante 3XFLAG-NC1 a4(1V) (15 pg/mL). Les cellules sont ensuite
récupérées a différents temps pour réaliser une cinétique. Ainsi, aprés le temps d’incubation voulu,
les cellules sont rincées avec de la PBS et détachées par 1’ajout de trypsine-EDTA. Aprés trois
lavages avec de la PBS contenant de I’EDTA 5 mM afin de bien séparer les cellules les unes des
autres, les cellules sont comptées et resuspendues a raison de 1.10° cellules dans 300 pL de PBS
contenant de ’EDTA 5 mM. Elles sont fixées par 1’ajout sous vortex de 700 pL d’éthanol 100 %

goutte a goutte.
[1-7-3/ Marquage a I’iodure de propidium

L’iodure de propidium est un agent intercalant des acides nucléiques, il est utilisé afin de
marquer ’ADN mais peut également se lier a I’ARN. En marquant I’ADN présent dans les cellules,
il est possible de déterminer le pourcentage de cellules dans chacune des phases du cycle cellulaire
apres une analyse par cytométrie de flux. En effet, la phase S permet la duplication de I’ADN et de
ce fait, les cellules en phase G2 ont deux fois plus de molécules d’ADN que les cellules en phase G1
tandis que les cellules en phase S auront une quantit¢ d’ADN intermédiaire.

Pour réaliser ce marquage, une fois les cellules fixées, elles sont centrifugées a 800 g pendant

5 minutes. Le surnageant est éliminé et le culot est repris par 500 pL de PBS contenant de ’EDTA 5
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mM. 5 pL de RNase A (1 mg/mL) sont ajoutés a la suspension cellulaire et I’ensemble est incubé a
température ambiante pendant 30 minutes afin d’éviter tout marquage aspécifique de I’ARN. Afin de
marquer les cellules, 500 pL d’une solution de PBS contenant 50 pg/mL d’iodure de propidium sont

ajoutés. Le marquage des cellules est analyse en cytométrie en flux.

I1-8/ Migration cellulaire

Pour étudier la migration cellulaire, les inserts ThinCert™ (membrane de PolyEthylene
Terephtalate, pores de 8 um) sont utilisés. Les cellules, placées dans le compartiment supérieur avec
ou sans effecteurs, sont soumises a un gradient de SAB agissant comme chimio-attractant. Les
cellules ayant une capacité migratoire seront donc capables de migrer vers le compartiment inférieur
en passant a travers les pores de 0,8 um présents dans la membrane des inserts ThinCert™,

Aprés culture jusqu’a 80 % de confluence, les cellules sont lavées avec de la PBS puis sont
décollées par ajout de trypsine-EDTA. Le culot cellulaire est repris par du milieu DMEM 4,5 g/L de
glucose contenant 0,2 % de SAB puis 50 000 cellules sont ensemencées dans le compartiment
supérieur de I’insert. Aprés incubation des cellules pendant 30 minutes pour permettre 1’adhésion des
cellules, les effecteurs sont ajoutés dans du milieu DMEM 4,5 g/L glucose contenant 0,2 % de SAB
dans le compartiment supérieur. Du milieu DMEM 4,5 g/L de glucose contenant 2 % de BSA et
10 % de SVF est ajouté dans le compartiment inférieur. Les cellules sont alors incubées pendant 24 h
afin de permettre 1’invasion des cellules a travers les pores de la membrane des inserts Thincert™.
Aprés 24 h, le milieu est éliminé, les deux compartiments sont rincés 2 fois avec de la PBS et les
cellules sont fixées par incubation pendant 20 minutes avec 800 pL de méthanol ajouté dans le
compartiment inférieur et 200 uL de méthanol ajouté dans le compartiment supérieur. Le méthanol
est éliminé et les inserts sont rincés abondamment avec de 1’eau distillée. Puis une coloration des
cellules au cristal violet est effectuée. Aprés lavage, les cellules présentes dans le compartiment
supérieur sont éliminées par grattage a 1’aide d’un coton-tige et les cellules ayant migré sont

comptées a raison de quatre champs par insert.

11-9/ Invasion cellulaire

Pour étudier I’invasion cellulaire, les inserts Thincert™ sont également utilisés. Le
compartiment supérieur est recouvert de Matrigel® aprés deux dépots successifs de 100 uL d’une
solution de Matrigel® & 50 pg/mL. Le Matrigel®, mélange de protéines sécrétées par les cellules

murines de tumeur EHS (Engelbreth-Holm-Swarm), permet de mimer la matrice extracellulaire. Les
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cellules invasives seront donc capables de dégrader le Matrigel® et de migrer & travers les pores de la
membrane.

Avant ensemencement des cellules, le Matrigel® est réhydraté par ajout de 100 pL de milieu
pendant 30 minutes avant d’étre éliminé. Les conditions de culture pour I’étude de I’invasion sont
identiques a celles décrites précédemment lors de 1’étude de la migration, mis a part le temps
d’incubation qui est de 72 h au lieu de 24 h. Apres I’ajout des effecteurs, les cellules sont ainsi
incubées pendant 72 h afin de permettre 1’invasion des cellules & travers le Matrigel® et des pores de
0,8 um de la membrane des inserts Thincert™. Aprés 72h, le milieu est éliminé et deux lavages avec
de la PBS sont effectues. Les cellules sont fixées comme décrit precédemment par incubation
pendant 20 minutes avec du méthanol. Une coloration des cellules au cristal violet est effectuee, les
cellules présentes dans le compartiment supérieur sont éliminées a 1’aide d’un coton-tige et les

cellules invasives sont comptées a raison de quatre champs par insert.

I1-10/ Etude biochimique

[1-10-1/ Preparation des échantillons

11-10-1-1/ Préparation d’extraits protéiques totaux

Les cellules sont cultivées en flacon de culture de 25 cm? dans du milieu DMEM 4,5 g/L de
glucose contenant 5 % de SVF jusqu’a 70 % de confluence avant d’étre privées de SVF pendant 48
h. Les cellules sont rincées 3 fois avec de la PBS puis sont récupérées par grattage dans 200 pL de
tampon de lyse. La composition du tampon de lyse est la suivante : Tris HCI 10 mM, NaCl 150 mM,
PMSF 5 mM, Triton X-100 1 % (v/v) et glycérol 10 % (v/v), pH 7,6. Pour permettre une lyse
efficace des cellules, celles-ci sont incubées dans le tampon de lyse pendant 30 minutes a 4°C en les
vortexant toutes les 5 minutes. Une centrifugation a 10 000 g pendant 10 minutes a 4°C permet
d’éliminer la fraction insoluble. Le surnageant est récupéré et du NEM 6 mM et du SDS 2 % sont

ajoutés.

[1-10-1-2/ Préparation d’extraits protéiques nucléaires

Les cellules sont cultivées en flacon de culture de 75 cm? jusqu’a 70 % de confluence dans du
milieu DMEM 4,5 g/L de glucose contenant 5% de SVF puis sont privées de SVF pendant 36h. Les

cellules sont ensuite incubées pendant 24 h en milieu DMEM 4,5 g/L de glucose contenant 5 % de
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SVF et d’hydroxyurée 2 mM. Elles sont alors décollées par ajout de trypsine-EDTA et
réensemencées dans des flacons de culture de 75 cm? & raison de 20 000 cellules / cm? en milieu
DMEM 4,5 g/L de glucose contenant 5 % de SVF avec ou sans protéine recombinante 6His-
NC1 a4(1V) (15 pg/mL). Aprés 20 h d’incubation, les cellules sont rincées 3 fois avec de la PBS et
400 pL de tampon de lyse A (Hepes 10 mM, pH 7,8, KCI 10 mM, MgCl, 2 mM, EDTA 0,1 mM,
NazVO4 0,2 mM, NaF 0,2 mM, PMSF 0,4 mM) sont ajoutés sur la couche cellulaire. Le lysat
cellulaire est récupéré par grattage et incubé 15 minutes a 4°C. 25 pL de tampon B (Nonidet-P40
10% (v/v)) sont ajoutés et le lysat est mélangé pendant 15 secondes. Il est ensuite centrifugé a
10 000 g pendant 30 secondes a 4 °C. Le surnageant est récupéré et correspond a la fraction
cytosolique. Le culot est repris par 50 pL de tampon de lyse C (Hepes 50 mM, pH 7,8, NaCl
300mM, KCI 50 mM, EDTA 0,4mM, NazVO, 0,2 mM, NaF 0,2 mM, PMSF 0,8 mM, Glycérol 10 %
(v/v)) et incubé 20 minutes a 4°C en agitant toutes les 5 minutes. Il est ensuite centrifugé a 14 000 g
pendant 5 minutes a 4°C. Les surnageants, correspondant a la fraction nucléaire, sont récupérés et

conserves a -80°C avant d’étre analysés.

[1-10-1-3/ Préparation d’extraits protéiques a partir des tumeurs

Apreés sacrifice des souris, les tumeurs sont prélevées et conservées a -80°C. Les tumeurs
congelées sont ensuite découper en petits fragments a 1’aide d’un scalpel et transférer dans un potter
avec 500 pL de tampon de lyse (Tris-HCI 50 mM, NaCl 0,5 M, SDS 0,1 %, NaN3 0,02 %, PMSF
1 mM, EDTA 5 mM, lodoacétamine 1 mM). Le tissu est ensuite écrasé a 1’aide du piston. Le piston
est rincé avec 250 pL de tampon afin de récupérer un maximum de tissu. L’extrait est vortexe et
transféré dans un microtube. Le potter est rincé avec 250 puL de tampon qui sont transférés dans le
microtube. L’extrait est soumis a une sonication pendant environ 10 secondes a amplitude 12 puis
incubé a 4 °C sous agitation douce pendant une nuit. Le lendemain, les tubes sont centrifugés a

12 000 g pendant 15 minutes a 4°C et le surnageant est récupéré et conservé a -20°C.

11-10-2/ Zymographie

La technique de zymographie est une technique d’électrophorése permettant la mise en
évidence de D’activité des gélatinases en incorporant leur substrat, la gélatine, dans le gel de
polyacrylamide avant polymérisation. L’électrophorése en gel de polyacrylamide — SDS permet de
séparer les protéines en fonction de leur masse moléculaire. Les gélatinases dégradent la gélatine

localement et aprés coloration au bleu de coomassie G250, les plages de dégradation apparaissent
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comme des bandes blanches sur fond bleu. La surface de ces plages est proportionnelle a I’intensité
de dégradation et donc a la quantité de gélatinases.

Les échantillons sont soumis a une électrophorése en gel de polyacrylamide 10 % contenant
du SDS 0,1 % et de la gélatine 0,1 %. Aprés migration a ampérage constant de 10 mA et a 4°C, le
gel subit 2 lavages de 30 minutes avec une solution de Triton X-100 a 2,5% (m/v) afin d’éliminer le
SDS. Le SDS étant un agent dénaturant, les gélatinases ne peuvent exercer leur activité s’il n’est pas
¢liminé. Le gel est ensuite incubé a 37°C pendant 24 h dans un tampon d’incubation (Tris 50 mM,
NaCl 200 mM, CaCl2 5 mM, Brij-35 0,02 % (m/v), pH 7,6) permettant I’activité optimale des
gélatinases. Le gel est alors coloré avec une solution de bleu de coomassie G250 0,1% contenant
10% d’acide acétique et 40% de méthanol pendant 30 minutes, puis il est décoloré par une solution
de décoloration contenant 10% d’acide acétique et 20% de méthanol. Le gel est ensuite photographié

et analysé grace au logiciel de quantification BiolD (Vilbert-Lourmat).

11-10-3/ Zymographie reverse

La technique de zymographie reverse dérive de la zymographie. Lors de la zymographie
reverse, le gel de polyacrylamide contient de la gélatine mais également de la proMMP-2 capable de
dégrader la gélatine. Lors de I’incubation, la proMMP-2 va dégrader la gélatine contenue dans le gel
et les inhibiteurs des MMPs, les TIMPs, vont empécher localement cette dégradation. Apres
coloration, seules les plages non digérées apparaitront colorées en bleu sur un fond blanc, reflétant
ainsi la quantité de TIMPs.

Lors d’une zymographie reverse, les conditions sont les mémes que lors de la zymographie
exceptée 1’¢lectrophoreése qui s’effectue en gel de polyacrylamide 15 % contenant du SDS 0,1 %, de

la gélatine 0,1% et 200 ng de proMMP-2.

[1-10-4/ Zymographie plasminogene

La technique de zymographie plasminogéne permet d’étudier ’activité des activateurs du
plasminogéne tPA et uPA. Le principe est le méme que lors de la zymographie. Cependant, du
plasminogéne est incorporé au gel de polyacrylamide contenant de la gélatine.

Ainsi, lors de la zymographie-plasminogéne, 1’électrophorése s’effectue en gel de
polyacrylamide 10 % contenant du SDS 0,1%, de la gélatine 0,1% et 0,25 U de plasminogéne. De
plus, le tampon d’incubation optimal pour 1’activité des activateurs du plasminogene est un tampon

contenant de la glycine 100 mM et de ’EDTA 5 mM, pH 8.
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[1-10-5/ Western-blot
[1-10-5-1/ Electrophorése en conditions dénaturantes

L’¢électrophorése en gel de polyacrylamide-SDS permet de séparer les protéines en fonction
de leur masse moléculaire. Un pourcentage de polyacrylamide élevé sera ainsi utilisé pour séparer les
protéines de faibles masses moléculaires alors qu’un pourcentage de polyacrylamide faible sera
utilisé pour séparer les protéines de plus grandes masses moléculaires.

Les échantillons sont repris dans du tampon échantillon contenant 3 % de f-mercaptoéthanol
permettant ainsi leur dénaturation apres chauffage a 90°C pendant 3 minutes. Ils sont ensuite soumis
a une migration en gel de polyacrylamide-SDS a 100 V dans du tampon de migration (Tris 25 mM
pH 8,3, SDS 0,1 % (m/v), glycine 192 mM).

11-10-5-2/ Transfert

Les protéines ayant migré aprés 1’électrophorése sont ensuite transférées sur une membrane
PVDF.

Aprés migration, le gel est équilibré 15 minutes dans du tampon de transfert et la membrane
PVDF est activée par incubation 15 secondes dans du méthanol puis équilibrée également dans du
tampon de transfert. Les protéines, chargées négativement, sont alors transférées du gel vers la
membrane grace a I’application d’un champ électrique lors du transfert humide ou la membrane et le
gel sont totalement immergés dans du tampon de transfert (Tris 48 mM pH 8,2, glycine 39 mM,
méthanol 20 % (v/v)). L’¢électrotransfert s’effectue dans une cuve de transfert a 100 V pendant 1 h.

Apres transfert, la membrane est rincée avec de 1’eau distillée avant de subir 1’étape de saturation.
[1-10-5-3/ Immunodetection

La membrane est ensuite saturée par incubation pendant 2h a température ambiante avec une
solution de TBS-T (Tris HCI 20 mM pH 7,5, NaCl 150 mM — 0,1 % de Tween-20) contenant du
Blotto 5% sous agitation douce. Puis la solution de saturation est éliminée et la membrane est rincée
avec du TBS-T avant d’étre incubée une nuit a 4°C avec ’anticorps primaire dilué¢ dans du TBS-T
contenant du Blotto 1% sous agitation douce. La membrane subit une série de lavages sous agitation
de 2 fois 10 minutes et 2 fois 5 minutes avec du TBS-T puis est incubée pendant 1h avec 1’anticorps

secondaire dilué au 1/10 000°™ dans du TBS-T contenant du Blotto 1% sous agitation douce. Une
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seconde série de lavages permettant d’¢éliminer 1’exceés d’anticorps secondaire est réalisée comme
suit : 3 fois 10 minutes puis 2 fois 5 minutes avec du TBS-T suivis par 2 lavages de 5 minutes avec
du TBS. L’immunorévélation des protéines d’intérét se fait grace au kit de chimioluminescence

ECL+. Le temps d’exposition varie en fonction des anticorps et de la quantité de protéines déposées.

I1-11/ Immunocytochimie

11-11-1/ Conditions de culture

Des lamelles de verre stériles sont déposées dans les puits d’une plaque 24 puits. Les cellules
UACC 903 surexprimant ou non le domaine NC1 a4(IV) sont cultivées jusqu’a 80 % de confluence
avant d’étre détachées par ajout de trypsine-EDTA. Elles sont réensemencées sur les lamelles de
verre a raison de 20 000 cellules par puits en milieu DMEM 4,5 g/L de glucose contenant 10 % de
SVF et incubées une nuit a 37°C. Le lendemain, les cellules sont rincées trois fois avec de la PBS et

fixées par incubation pendant 10 minutes avec du paraformaldéhyde 4 %.

[1-11-2/ Immunomarquages

Les lamelles sont rincées 2 fois avec de la PBS puis saturées par incubation pendant 30
minutes avec une solution de PBS contenant 2 % de SAB. Les cellules sont incubées avec 1’anticorps
primaire anti-MMP-14 et/ou anti-cavéoline-1 dilué au 1/100°™ dans la PBS contenant 2 % de SAB
une nuit a 4°C. Les cellules sont lavées 5 fois avec de la PBS puis incubées pendant 1h avec
I’anticorps secondaire couplé soit a I’ Alexa Fluor 488 ou a 1I’Alexa Fluor 568 et dilué¢ au 1/1 000°™
dans de la PBS contenant 2 % de SAB. Les cellules sont ensuite lavées 5 fois avec de la PBS et les
noyaux sont contre-colorés avec du DAPI contenu dans le milieu de montage. Des lamelles ont été

préparées sans 1’étape d’incubation avec 1’anticorps primaire comme témoins négatifs.

11-12/ Immunohistochimie

11-12-1/ Réalisation des coupes des tumeurs

Apres sacrifice des souris, les tumeurs sont prélevées et disposé€es sur un support a I’aide de

gomme adragante. Elles sont ensuite plongées dans de I’isopentane refroidi par de I’azote liquide
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afin de les cryofixer. Les tumeurs cryofixées sont récupérées et conservées a -80°C. Des coupes de

0,5 um sont réalisées a I’aide d’un cryostat et déposées sur lames superfrost.
[1-12-2/ Immunomarquages

La zone de marquage est délimitée autour des coupes a 1’aide d’un marqueur gras. Les coupes
sont rincées 2 fois avec de la PBS puis fixées avec du paraformaldéhyde 4 % incubé pendant 15
minutes a température ambiante. Lorsque le marquage est intracellulaire, une perméabilisation des
cellules est nécessaire et réalisée par incubation pendant 5 minutes avec une solution de Triton
X-100 0,1 % apres 2 lavages de 5 minutes avec de la PBS. Puis les coupes fixees, et le cas échéant,
perméabilisees, sont lavées par deux lavages de 5 minutes avec de la PBS, avant de saturer les sites
aspécifiques avec une solution de PBS contenant 3 % de SAB pendant 30 minutes a température
ambiante. Les anticorps primaires sont dilués au 1/100°™dans une solution PBS contenant 2 % SAB,
avant d’étre ajoutés sur les coupes et incubés en chambre humide une nuit a 4°C. Le lendemain, les
lames sont rincées avec de la PBS puis 4 lavages de 5 minutes avec de la PBS sont réalisés.
L'anticorps secondaire anti-IgG de lapin couplé a I’Alexa fluor 488 est dilué au 1/200°™ dans de la
PBS et incubé 2 h a température ambiante. Les coupes subissent alors 5 lavages de 5 minutes avec de
la PBS afin d’éliminer I’exces d’anticorps. En paralléle, des coupes ont été traitées de la méme fagcon
en omettant 1’étape d’incubation avec 1’anticorps primaire afin de constituer un témoin négatif.

Les coupes sont ensuite contre-colorées a ’hémalun de Mayer. Pour cela, une goutte de
colorant est répartie sur la coupe pendant une dizaine de secondes puis la coupe est rincée plusieurs
fois avec de la PBS. Le montage entre lame et lamelle se fait avec une goutte de citifluor, milieu de
montage permettant de préserver la fluorescence, déposée sur les coupes de tumeur. Les coupes sont
observées a I’aide du microscope inversé Axiovert 200 (Zeiss, Obercochen, Germany) et les images
acquises avec le logiciel Métamorph puis analysées par quantification du nombre de pixels
correspondant au marquage par rapport au nombre de pixels total de I’image a ’aide du logiciel

Image J.
11-13/ Analyse en PCR quantitative
[1-13-1/ Extraction d’ARN

Les cellules UACC 903 sont cultivées en flacons de culture de 25 cm? jusqu’a 70 % de

confluence puis privées de SVF pendant 48 h. Les cellules sont alors rincées 2 fois avec de la PBS.
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L’extraction d’ARN a été réalisée a I’aide du kit Qiagen RNeasy de la facon suivante. 350 uL de
tampon RLT+ contenant du B-mercaptoéthanol (10 pL de B-mercaptoéthanol pour 1 mL de tampon
RLT+) sont ajoutes sur le tapis cellulaire. Les cellules sont récupérées par grattage et le lysat est
ajouté sur une colonne gDNA eliminator et centrifugé 1 minute a 10 621 g afin d’¢éliminer I’ADN.
L’¢luat est collecté et additionné de 350 pL déthanol 70 % dans I’eau DEPC. Le tout est
homogénéisé, déposé sur colonne RNeasy puis centrifugée 1 minute a 10 621 g. L’¢luat est éliminé
et 700 pL de tampon RW1 sont ajoutés sur la colonne puis centrifugés 1 minute a 10 621 g. L’éluat
est une nouvelle fois éliminé et 500 uL de tampon RPE contenant de I'éthanol sont ajoutés sur la
colonne et centrifugés 1 minute a 10 621 g. L’éluat est éliminé et 500 pL de tampon RPE sont de
nouveau ajoutés sur la colonne et centrifugés 3 minutes a 10 621 g. La colonne est ensuite transférée
sur un tube « RNase free » et les ARN sont élués par ajout de 50 uL d'H,O DEPC puis centrifugation
2 minutes a 10 621 g a 4°C. L'¢éluat est repris et placé de nouveau sur la colonne puis centrifugé 3
minutes a 10 621 g a 4°C afin de récupérer tous les ARN. Les ARN sont quantifiés et leur intégrité

est vérifiée par électrophorése en gel d’agarose avant de réaliser la transcription inverse.

[1-13-2/ Transcription inverse

2 g d'’ARN sont préparés dans un volume total de 8 uL d'H,O DEPC afin de les dénaturer
par incubation 15 minutes & 65°C. Les ARN denaturés sont ensuite conservés sur glace avant leur
utilisation afin d’éviter toute renaturation. Dans un tube, sont successivement ajouteés :

=  Tampon 10X (KCI500 mM, Tris-HCI100 mM, pH 8,3) : 4 uL

=  MgCl, (50 mM) : 2 uL
= 4 dNTPs (2,5 mM): 16 pL
= RNase Out (10 U) : 2 uL
= DTT (0,1 M): 4 uL
= Random Hexamer : 2 uL
= Transcriptase inverse : 2 UL

Le mélange est homogénéisé et les 8 uL d'’ARN dénaturés y sont ajoutés et homogénéises. Le
mélange est ensuite incubé 45 minutes a 42°C dans un thermocycleur et les ADNc résultant de la

transcription inverse sont conservés a -20°C.
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[1-13-3/ PCR quantitative

Les ADNc obtenus sont ensuite soumis a une amplification spécifique du gene étudié grace a
’utilisation d’amorces spécifiques. Ainsi les amorces utilisées pour étudier la MMP-14 sont les
suivantes : 5'-CGGGTGAGGAATAACCAAGT-3" et 3'-CCAGAAGAGAGCAGCATCAA-5'.
Parallélement, I’amplification d’un géne de controle d’expression constante dans les cellules, tel que
le géne codant la B-actine, est effectuée afin de pouvoir comparer les échantillons. Les amorces
utilisées pour la [-actine sont les suivantes: 5-ATTCCTATGTGGGCGACGAG-3' and 3'-
ATGGCTGGGGTGTTGAAG-5'.

Pour réaliser I’amplification, sont ajoutés successivement dans un capillaire en verre :

= SyBrGreen master mix: 10 pL
= Amorce sens (10 uM) : 0,4 pL
= Amorce anti-sens (10 uM): 0,4 uL
= H,0DEPC: 52 pL

= Milieu contenant les ADNc : 4 pL

Les capillaires sont centrifugés et placés dans le thermocycleur Lightcycler (Roche) pour une
amplification de 50 cycles. Chaque cycle est compose de différentes étapes : une premiére étape de
10 secondes pour le premier cycle puis de 3 secondes pour les cycles suivants a 95°C permettant la
dénaturation de I’ADN, puis une étape d’hybridation de 15 secondes a 60°C permettant I’hybridation
des amorces, et enfin, une étape d’¢longation de 9 secondes a 72 °C. A chaque cycle, la fluorescence
émise est mesurée a la fin de I’étape d’élongation. En paralléle, un calibrateur correspondant a
différentes dilutions des milieux contenant I’ADNc est mis au point ainsi qu’un témoin négatif dans

lequel I’ADNCc est remplacé par de I’eau.

11-14/ Etude du récepteur

11-14-1/ Adhésion dépendante des cations divalents

Dans les puits d’une plaque 96 puits, 2 pg de protéine recombinante solubilisée dans 100 uL
d’acide acétique 50 mM sont déposés et séchés une nuit stérilement. Avant ensemencement, 100 pL
de PBS par puits sont ajoutés afin de réhydrater la protéine. Les cellules UACC 903 sont cultivées en
milieu DMEM 4,5 g/L glucose contenant 5 % SVF jusqu’a 80 % confluence. Les cellules sont alors
rincees 3 fois par de la PBS puis décollées par ajout de PBS contenant de ’EDTA 1mM afin d’éviter
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toute dégradation du récepteur potentiel. Apreés centrifugation a 800 g pendant 3 minutes, les cellules
sont lavées 3 fois avec de la PBS puis incubées 20 minutes sous agitation douce avec de la PBS seule
ou de la PBS contenant de 'EDTA 5 mM afin de chélater les cations divalents. Apres
centrifugation, les cellules sont reprises en milieu HBSS puis sont comptées et leur viabilité est
vérifiée par un test au bleu trypan. Les cellules issues de I’incubation avec de la PBS seule et reprises
en milieu HBSS sont ensemencées a raison de 30 000 cellules par puits recouverts de protéine
recombinante et incubées dans du milieu HBSS seul ou contenant du calcium 1,3 mM et/ou du
magnésium 0,5 mM, tandis que les cellules issues de 1’incubation avec I’EDTA sont incubées dans
du milieu HBSS contenant de ’EDTA 5 mM. Aprés 30 minutes ou 1h d’incubation, les cellules sont
rincées deux fois avec de la PBS et fixées par une solution de glutaraldéhyde 1,1% (v/v). Les cellules
sont ensuite colorées au cristal violet, comme décrit précédemment, puis le cristal violet est élué par

ajout de 100 puL d’acide acétique 10 % (v/v). La mesure de I’absorbance se fait a 560 nm.

[1-14-2/ Adhésion en présence d’anticorps bloquant 1’intégrine ayf3 ou la sous-unité

d’intégrine B

Les puits d’une plaque 96 puits sont recouverts avec 100 uL d’une solution d’acide acétique
50 mM contenant 2 g de protéine recombinante. Avant ensemencement, la protéine est rehydratée
avec de la PBS et les sites aspécifiques de la plaque sont bloqués par 100 pL d’une solution de SAB
1 % pendant une heure. Les cellules UACC 903 sont cultivées en milieu DMEM 4,5 g/L de glucose
contenant 5 % SVF jusqu’a 80 % de confluence. Les cellules sont alors rincées 3 fois par de la PBS
puis décollées par ajout de PBS contenant de ’EDTA 1mM. Aprés centrifugation a 800 g pendant 3
minutes, les cellules sont lavées 3 fois avec de la PBS puis reprises en milieu HBSS contenant du
calcium 1,3 mM et du magnésium 0,5 mM. Les cellules sont incubées en présence ou non de
25 pg/mL d’anticorps anti-intégrine a,fB3 (clone 23C6, Santacruz Biotechnology) ou d’anticorps anti-
intégrine By (clone 6S6, Millipore) pendant 30 minutes a 37°C sous agitation douce. 30 000 cellules
par puits sont ensemencées et incubées pendant 1h avant d’étre rincées et fixées avec de la
glutaraldéhyde 1,1 % (v/v). Les cellules sont ensuite colorées au cristal violet et, aprés élution avec

de I’acide acétique 10 % (v/v), la mesure de 1’absorbance se fait a 560 nm.
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[1-14-3/ Interaction de la protéine recombinante avec I’intégrine o,f3 ou 1’intégrine

asP1

Cette étude a été réalisée en collaboration avec le Pr Sylvie Ricard-Blum de I’Institut de
Biologie et Chimie des Protéines, UMR 5086, Université Lyon 1. L’interaction de la protéine
recombinante 6His-NC1 04(IV) avec l’intégrine o,f3 est étudiée par résonance plasmonique de
surface grace au BIAcore T 100 de ’'UMS 344 (Lyon). L’intégrine o,f3, de méme que 1’intégrine
asPB1, est immobilisée par ses groupements amines primaires sur une puce sensor chip CM5 selon le
protocole mis au point par Faye et coll., 2009. Le niveau d’immobilisation de I’intégrine a3 est
compris entre 1341 et 2655 unités de résonance et est de 15 450 unités de résonance pour I’intégrine
asPy. Les tests de liaison sont réalisés a 25°C dans un tampon de course Hepes 10 mM, pH 7,4,
contenant du NaCl 150 mM, du MgCl, 1 mM, du MnCl, 2 mM et du B-octyl-D-glucopyranoside
50 mM. La protéine recombinante 6His-NC1 a4(IV) est injectée a différentes concentrations
(0,36 uM, 0,45 pM, 0,9 uM, 1,8 uM et 3,6 pM) et différents débits sur 1’intégrine a B3 OU asP
immobilisée. La surface est régénérée par 1’ajout rapide (60 secondes) d’EDTA 10 mM. Les
constantes d’association et de dissociation sont analysées simultanément grace au logiciel

d’évaluation Biacore T100 version 2.0.3.

[1-14-4/ Marquage de I’intégrine o,B3 & la surface des cellules

Les cellules sont détachées par 1’ajout de PBS contenant de ’EDTA 1 mM, centrifugées a
800 g pendant 5 minutes puis 3 lavages avec du milieu DMEM sont réalisés. Les cellules sont
reprises en milieu DMEM, comptées et 500 000 cellules par conditions sont transférées dans 500 pL
de milieu DMEM en tubes « low binding ». La suspension cellulaire est centrifugée 3 fois 5 secondes
a 6 000 g. Le surnageant est éliminé et le culot cellulaire, repris soit par 100 pL de PBS, soit par
0,5 ng/100 puL d’anticorps anti-intégrine o3 couplé a un fluorochrome Alexa Fluor 647, est incubé
pendant 30 minutes sur glace. 500 pL de PBS sont ajoutés et la suspension est centrifugée 3 fois
5secondes a 6 000 g. Le surnageant est éliminé et le culot cellulaire est repris par 500 pL de
paraformaldéhyde (PFA) 1%. En parall¢le, le culot cellulaire, issu d’une incubation de 30 minutes
avec de la PBS, est repris par 350 pL de PFA 1% puis, avant 1’analyse par cytométrie en flux,
140 pL de PBS et 10 uL d’iodure de propidium a 50 pg/mL sont ajoutés afin de vérifier la viabilité
des cellules. Le marquage des cellules est analysé par cytométrie en flux sur FACS Calibur (BD

Biosciences), en collaboration avec le Dr Richard Le Naour de I’'IFR 53 de Reims.
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I1-15/ Analyses statistiques

Toutes les expériences fonctionnelles réalisées in vitro ont été effectuées en triplicate. Les
données reflétent la moyenne de trois expériences différentes. L’analyse statistique pour ces études
utilise un test t de Student. Les données sont considérées comme statistiquement significatives pour
un p<0,05.

Les données des études de résonnance plasmonique représentent la moyenne de deux
expériences et ont été analysées selon le paramétre du chi’. Les données sont considérés comme
statistiquement significatives pour un chi? inférieur & 10.

Concernant 1’¢tude in vivo, chaque condition comprend 10 souris et les expériences sont
réalisées trois fois. Les volumes des tumeurs ont été analysés par le test non paramétrique u-test de
Mann et Withney. Les données sont considérées comme statistiquement significatives pour un
p<0,05.
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I11-Résultats

11/ Résultats

L’effet anti-tumoral du domaine NC1 04(IV), que nous nommons tétrastatine, a été étudié a la
fois in vitro et in vivo. Pour cette étude, nous avons utilisé deux approches: d’une part, la
surexpression du domaine NC1 a4(IV) dans des cellules de mélanome et d’autre part, 1’utilisation de
la protéine recombinante 6His-NC1 a4(1V). L’effet de la surexpression de la tétrastatine a été étudié
a la fois in vitro et in vivo tandis que la tétrastatine recombinante a été utilisée uniquement pour les

expeériences in vitro.

I11-1/ Effet de la surexpression du domaine NC1 a4(IV) par les cellules de mélanome UACC
903 in vitro

I11-1-1/ Mise en évidence de la sécrétion de la protéine 3xFLAG NC1 a4(IV) par les

cellules de mélanome

Afin d’étudier I’effet du domaine NC1 de la chaine a4 du collagéne IV sur la croissance
tumorale, les cellules UACC 903 ont été transfectées au sein de notre laboratoire. Apres sélection
clonale, les clones ont été caractérisés par RT-PCR a I’aide d’amorces spécifiques du plasmide
p3XFLAG-CMV-9 de part et d’autre du multi-site de clonage. La caractérisation des clones par RT-
PCR a été effectuée par le Dr Jessica Thevenard. Une bande de 195 pb apparait dans les cellules
Mock et correspond a I’amplification du plasmide sans I’insert. Dans les cellules surexprimant
NC1 a4(IV), une bande de 882 pb apparait correspondant a ’amplification du plasmide contenant
I’insert (Figure 21).

Mock NCI1 o4(IV)
A |

<«— 882 pb

«— 195 pb

Figure 21: Caractérisation par PCR des clones UACC 903 transfectés par le plasmide
p3XFLAG-CMV-9 contenant ou non la séquence codant le domaine NC1 a4(1V)
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Apreés 48h de culture sans SVF, les milieux conditionnés de trois clones de cellules UACC
903, surexprimant ou non le domaine recombinant 3XFLAG-NC1 04(IV) de 28 kDa, sont précipités a
I’aide d’acide trichloracétique 12 %. Les échantillons sont analysés par western-blot a 1’aide d’un
anticorps anti-FLAG d’une part et d’un anticorps anti-NC1 a4(IV) d’autre part. Apres révélation, une
bande d’environ 28 kDa apparait dans les pistes correspondant aux milieux conditionnés des cellules
surexprimant le domaine NC1 04(IV). La protéine est donc bien surexprimée par les cellules de

mélanome et sécrétée dans les milieux de culture (Figure 22).

Mock NCI1 a4(IV) Mock NC1 a4(IV)
| |
[ y ! ( : Y : \
— - +— 28 kDa —_— — —
Western-Blot anti-FLAG Western-Blot anti-NC1 a4(IV)

Figure 22 : Mise en évidence de la sécrétion du domaine NC1 a4(IV) par les cellules de
mélanome UACC 903

[11-1-2/ Inhibition de la prolifération cellulaire

Dans un premier temps, nous avons étudié 1’effet de la surexpression du domaine NC1 a4(IV)
sur la prolifération des cellules de mélanome UACC 903. La prolifération est étudiée sur les 3 clones
sélectionnés transfectés par le plasmide p3XFLAG vide (ou Mock) et les 3 clones sélectionnés
surexprimant le domaine NC1 04(IV) pendant 48h de culture en présence de 5% de SVF. Aprés 24h
de culture, la prolifération des cellules UACC 903 surexprimant le domaine NC1 04(IV) est inhibée
de 11% a 25% selon les clones puis, aprés 48h de culture, de 24% a 34% par rapport aux cellules
Mock (Figure 23).
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Figure 23 : Prolifération des clones UACC 903 surexprimant ou non le domaine NC1 a4(IV)
pendant 48h

En moyenne, la surexpression de la protéine recombinante entraine une inhibition de la
prolifération des cellules de mélanome UACC 903 de 18% et 30% apres 24h et 48h de culture

respectivement (Figure 24).
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Figure 24 : Prolifération moyenne des différents clones UACC 903 surexprimant ou non le

domaine NC1 o4(1V) pendant 48h
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I11-1-3/ Inhibition de la migration cellulaire

Pour étudier I’effet de la surexpression du domaine NC1 04(IV) sur la migration des cellules
UACC 903, les cellules sont incubées 24h en chambre de Boyden modifiée. La surexpression de la
protéine NC1 a4(IV) induit une inhibition de la migration des cellules UACC 903 de 21% a 70%

selon les clones (Figure 25).

2500 -~
%%+ ne0,001

2000 ~
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_|

500 4

Mock 1 Mock 2 Mock 11 NC1 a4 L2 NC1 a4 L4 NC1 a4 L10

Figure 25 : Migration des clones UACC 903 surexprimant ou non le domaine NC1 04(IV)
étudiée en chambres de Boyden modifiées pendant 24h

Lors de la surexpression du domaine NC1 a4(IV), la migration est inhibée en moyenne de

49% par rapport aux cellules Mock (Figure 26).
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Figure 26 : Migration moyenne des différents clones UACC 903 surexprimant ou non le

domaine NC1 a4(1V) étudiée en chambres de Boyden modifiées pendant 24h

111-1-4/ Inhibition de I’invasion cellulaire

L’¢étude des propriétés invasives des cellules UACC 903 surexprimant ou non le domaine
NC1 a4(IV) a été effectuée en chambre de Boyden modifiée, tapissée de Matrigel®, sur chacun des 3
clones Mock et des 3 clones surexprimant le domaine NC1 a4(IV) par le Dr Jessica Thevenard. Nous
avons Vérifie les propriétés anti-invasives de ce domaine sur les deux clones utilisés lors des
expériences de xénogreffes qui seront développées dans le paragraphe 111-2 : les clones Mock 1 et
NC1 04L2. La surexpression du domaine recombinant 3XxFLAG-NC1 04(IV) induit une inhibition de

I’invasion des cellules de mélanome de 58% (Figure 27).
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Figure 27 : Invasion des clones UACC 903 surexprimant ou non le domaine NC1 a4(IV)
étudiée en chambres de Boyden modifiées pendant 72h

I11-1-5/ Effet sur le systéme protéolytique

[11-1-5-a/ Effet sur la production de MMP-2 et MMP-9

Afin d’expliquer I’inhibition de 1’invasion, nous nous sommes intéressés a 1’effet du domaine
NCI1 04(IV) sur la sécrétion de MMPs et notamment des gélatinases (MMP-2 et MMP-9).

Aprés 48h de culture en absence de SVF, les surnageants de culture des cellules UACC 903
surexprimant ou non la tétrastatine ont été soumis a une zymographie en gel de gélatine. Les cellules
UACC 903 sécrétent de la proMMP-2 mais pas de proMMP-9. Aucune forme active de ces MMPs
n’a été détectée (Figure 28A). La surexpression du domaine NCI1 04(IV) n’induit aucune

modification significative de la sécrétion de proMMP-2 (Figure 28B).
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Figure 28 : Etude de la sécrétion des MMP-2 et MMP-9 dans les surnageants de culture des

différents clones UACC 903 surexprimant ou non le domaine NC1 0o4(IV) par zymographie
(A) et quantification (B)

I11-1-5-b/ Effets sur les inhibiteurs tissulaires de métalloprotéinases (TIMPS)

Les surnageants de culture sont également soumis a une zymographie inverse afin d’étudier la
sécrétion d’inhibiteurs de MMPs. Les cellules UACC 903 sécretent les inhibiteurs TIMP-1, TIMP-2
et TIMP-3 mais aucune différence significative n’est observée lors de la surexpression de NCI

a4(IV) (Figure 29). L’expression du TIMP-3 a été confirmée par western-blot par le Dr J Thevenard.
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Figure 29 : Etude de la sécrétion des TIMP dans les surnageants de culture des différents
clones UACC 903 surexprimant ou non le domaine NCI1 a4(IV) par zymographie reverse (A)

et quantification (B)

111-1-5-c/ Etude du systéme plasminogene

La deuxieme cascade protéolytique impliquée dans la progression tumorale est 1’activation du
plasminogene en plasmine par des activateurs, tPA et uPA, sous le contrdle d’inhibiteurs spécifiques,
les PAIs. Les surnageants de culture des différents clones sont soumis a une zymographie en gel de
gélatine-plasminogeéne. Les clones expriment de fagon importante du tPA et dans une moindre
mesure de 'uPA. Aucune différence significative de sécrétion de tPA ou uPA n’est observée entre
les clones transfectés par le plasmide vide et les clones surexprimant le domaine NC1 a4(IV) (Figure
30).
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Figure 30 : Etude de la sécrétion des activateurs du plasminogene t-PA et u-PA dans les
surnageants de culture des différents clones UACC 903 par zymographie en gel de gélatine-

plasminogeéne (A) et quantification (B)

111-1-5-d/ Effets du domaine NC1 a4(IV) sur la MMP-14

La MMP-14 (ou MT1-MMP) est une meétalloprotéase membranaire impliquée dans de
nombreux processus tumoraux. Nous avons étudié son expression, son activation ainsi que sa
localisation au sein des cellules UACC 903 surexprimant ou non la tétrastatine.

L’analyse par RT-PCR quantitative ne montre aucune variation d’expression de la MMP-14

entre les cellules Mock et les cellules surexprimant la tétrastatine (Figure 31).
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Figure 31 : Expression relative de ’ARNm de la MMP-14 dans les cellules UACC 903

surexprimant ou non le domaine NC1 a4(1V) analysée par RT-PCR quantitative

Nous avons étudié I’expression de la MMP-14 au niveau protéique, par western-blot, dans les
cellules UACC 903 surexprimant ou non le domaine NC1 a4(IV). Nous observons deux bandes de
66 kDa et 63 kDa correspondant respectivement a la forme proMMP-14 et MMP-14 active
(Figure 32A).
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Figure 32 : Etude de [’expression et de [’activation de [a MMP-14 dans les cellules
UACC 903 surexprimant ou non le domaine NC1 a4(IV) analysée par western-blot (A) et
quantification (B)

Apres quantification (Figure 32), nous montrons qu’au niveau protéique, la surexpression du
domaine d’intérét induit une inhibition de 1’activation de la MMP-14 de 72 % mais n’affecte pas son

expression totale (Figure 33).
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Figure 33: Etude de la quantité moyenne de MMP-14 active par rapport a la quantité de
MMP-14 totale dans les cellules UACC 903 surexprimant ou non le domaine NC1 a4(1V)

Afin d’étudier la localisation de la MMP-14 a la surface des cellules UACC-903, nous avons
réalisé des immunomarquages dirigés contre la MMP-14 ainsi que la cavéoline-1 (Figure 34). Dans
les cellules Mock, la MMP-14 est retrouvée au niveau du front de migration ou elle colocalise avec
la cavéoline-1. En revanche, dans les cellules surexprimant le domaine NC1 o4(IV), cet aspect
disparait, comme visualis¢ dans 1’encart de la figure 34, témoignant d’une perte du phénotype

migratoire.
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MMP-14 Cavéoline-1 Colocalisation

Mock

Spum

NCI a4(1V)

Figure 34 : Etude de la localisation de la MMP-14 a la surface des cellules UACC 903
surexprimant ou non le domaine NC1 a4(IV) par microscopie confocale apres

immunomarquages a l’aide d’anticorps dirigés contre la MMP-14 et la cavéoline-1

[11-2/ Effet de la surexpression du domaine NC1 a4(IV) par les cellules de mélanome UACC

903 in vivo
111-2-1/ Evolution du volume tumoral

In vitro, la surexpression du domaine NC1 a4(IV) dans les cellules de mélanome UACC 903
induit des effets anti-tumoraux avec notamment une inhibition de la prolifération et de 1’invasion de
ces cellules. L’étude des effets inhibiteurs potentiels de la tétrastatine in vivo a été réalisée dans un
modéle de xénogreffes, dans lequel 5.10° cellules UACC 903 Mock ou surexprimant le domaine
NCI1 04(IV) ont été injectées en sous-cutané dans le flanc gauche de souris athymiques. Les souris
ayant recu les cellules UACC 903 Mock et les souris ayant recu les cellules UACC 903 surexprimant
la tétrastatine sont nommeées souris Mock et souris NC1 04(IV) respectivement.

Deux clones ont été sélectionnés pour la mise en place du modeéle : les clones Mock 1 et
NC1 04L2. L’évolution tumorale est suivie pendant 26 jours apres l’injection des cellules. Les
tumeurs apparaissent une dizaine de jours apres 1’injection.

Les tumeurs obtenues chez les souris NC1 a4(IV) ont une croissance plus lente et semblent

majoritairement croitre horizontalement (Figure 35A). L’inhibition de la croissance tumorale
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26 jours apres induction de la tumeur est de 80% par rapport aux tumeurs obtenues chez les souris

Mock (Figure 35B).
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Figure 35 : Morphologie finale (A) et évolution du volume tumoral (B) de xénogreffes de

mélanome humain aprés injection de cellules UACC 903 surexprimant ou non le domaine

NC1 a4(1V) en sous-cutané chez la souris athymique
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I11-2-2/ Observation histologique des tumeurs

Apres sacrifice des souris a J16, des coupes de tumeurs résultant de I’injection des cellules
UACC 903 Mock ou surexprimant le domaine NC1 a4(IV) ont été colorées au Trichrome de Masson
(Figure 36).

Les tumeurs des souris NC1 a4(IV) sont plus petites avec un stroma plus abondant que celles
des souris Mock et le centre de la tumeur semble se nécroser contrairement aux tumeurs des souris
Mock. Les tumeurs induites par I’injection des cellules Mock sont plus invasives avec une infiltration
des cellules tumorales dans les tissus environnants par rapport aux tumeurs induites par les cellules
surexprimant NC1 a4(IV) (Figure 36C).

En ce qui concerne la vascularisation des tumeurs, les vaisseaux sont a paroi fine et plus
nombreux au centre des tumeurs. La paroi des vaisseaux est soulignée par une bande fibreuse dans
les tumeurs induites par les cellules surexprimant NC1 a4(IV), ce qui rendrait ces vaisseaux moins
perméables (Figure 36D).

Un amas de fibres conjonctives, beaucoup plus épais dans les tumeurs induites par les cellules
surexprimant NC1 o4(IV), entoure la tumeur (Figure 36B). Cet amas pourrait avoir un role

protecteur en contenant la tumeur et I’empéchant ainsi de se développer.

Mock

NCI1 a4(IV)

Figure 36 : Histologie des tumeurs induites par l'injection de cellules UACC 903 Mock ou
surexprimant le domaine NC1 a4(IV)

(A) Morphologie générale, grossissement x2

(B) Amas de fibres conjonctives entourant la tumeur, grossissement x10

(C) Invasion des tissus environnants, grossissement x10

(D) Vaisseaux, grossissement x10
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I11-2-3/ Effet de la tétrastatine sur la sécrétion du collagene |

Afin de mieux comprendre I’accumulation de fibres conjonctives autour de la tumeur, nous
avons étudié par western-blot I’effet de la tétrastatine sur la sécrétion de collagéne de type I par les
cellules UACC 903 Mock ou surexprimant la tétrastatine apres 48h de culture sans SVF. Aucune
variation de sécrétion de ce collagéne n’a été observée lors de la surexpression de la tétrastatine. De
méme, I’incubation de fibroblastes dermiques humains en présence de tétrastatine recombinante
(10 pg/mL) pendant 48h sans SVF, n’a montré¢ aucune modification de sécrétion du collagéne de
type 1. La tétrastatine n’a donc pas d’effet direct sur la sécrétion de ce collagéne. Cependant, il est
possible que la surexpression du domaine NC1 04(IV) induise I’expression d’un facteur stimulant la
sécrétion de collagene | par les fibroblastes présents dans le stroma. Afin de vérifier cette hypothese,
les milieux conditionnés des cellules UACC 903 surexprimant ou non la tétrastatine sont récoltés
aprés 48h de culture en absence de SVF puis des fibroblastes dermiques humains sont incubés en
présence de ces milieux pendant 48h. De la méme facon, aucune modification de sécrétion du
collageéne de type I n’a été observée (Figure 37).
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Figure 37 : Expression de la chaine al () par les fibroblastes dermiques humains aprés
incubation pendant 48h en présence de milieux conditionnés de cellules UACC 903
surexprimant ou non la tétrastatine, analysée par western-blot (A) et quantification (B)
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I11-2-4/ Immunohistochimie sur les coupes de xénogreffes

Afin de comprendre le mécanisme d’inhibition de la croissance tumorale in vivo, différents
immunomarquages ont été réalisés sur les coupes de tumeurs des souris Mock ou NC1 a4(IV). Les

coupes ont été contre-colorées a I’Hemalun de Mayer.

111-2-4-1/ Production de la tétrastatine

Afin de vérifier ’expression du domaine NC1 a4(IV), les marquages a I’aide d’un anticorps
anti-FLAG et d’un anticorps anti-NC1 a4(IV) ont été réalisés. Les tumeurs sont toutes marquées
avec 1’anticorps anti-FLAG (Figure 38B) mais ne sont marquées que dans les tumeurs des souris
NCI1 04(IV) lors du marquage avec 1’anticorps anti-NC1 a4(IV) (Figure 38A). Ceci prouve que les
cellules a 1’origine des tumeurs avaient bien recu le plasmide p3xFLAG Mock, dans le cas des
tumeurs des souris Mock, et le plasmide contenant la séquence NC1 04(IV) dans le cas des tumeurs
des souris NC1 04(IV). De plus, la surexpression du domaine est bien effective dans ce modéle in

Vivo.

NC1 04(IV)
|

B/

Mock NC1 a4(IV)

16 pm = ATk g I AT g 16 pm
bl ; > =k

tumeurs induites par l’injection de cellules UACC 903 Mock ou surexprimant le domaine

NCI a4(IV)
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111-2-4-2/ Effet sur la prolifération

La prolifération étant affectée in vitro, nous avons réalisé un marquage anti-Ki-67 sur les
coupes de tumeurs. Le nombre de cellules marquées est moins important dans les tumeurs des souris
NCI1 04(IV) (Figure 39A). La quantification du marquage montre une inhibition de 33 % lorsque les

cellules a I’origine de la tumeur surexpriment le domaine NC1 a4(IV) (Figure 39B).
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Figure 39 : Immunomarquage anti-Ki-67 et contre-coloration sur les coupes de tumeurs
induites par l’injection de cellules UACC 903 Mock ou surexprimant le domaine NC1 a4(IV)

(A) et quantification du marquage (B)
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111-2-4-3/ Effet sur la MMP-14

Nous nous sommes ensuite intéressés a 1’expression de la MMP-14. Celle-ci est bien
exprimée dans les deux types de tumeurs (Figure 40A) mais la quantification du marquage ne montre

aucune différence significative entre les deux types de tumeurs (Figure 40B).
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Figure 40 : Immunomarquage anti-MMP-14 et contre-coloration sur les coupes de tumeurs
induites par l’injection de cellules UACC 903 Mock ou surexprimant le domaine NC1 a4(IV)
(A) et quantification du marquage (B)
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111-2-4-4/ Effet sur la néo-angiogenése

Afin d’étudier un effet potentiel sur I’angiogenése, un marquage des vaisseaux a été réalisé a
I’aide d’un anticorps anti-vWF. Le nombre de vaisseaux ainsi que leur périmétre ont été étudiés et
quantifiés. Le nombre de vaisseaux tend a diminuer dans les tumeurs des souris NC1 a4(1V) mais les

différences obtenues ne sont pas significatives (Figure 41).

25
NS : p>0,05
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Nombre de vaisseaux

Mock NC1 a4(IV)

Figure 41 : Quantification du nombre de vaisseaux par champ sur les coupes de tumeurs
résultant de l’injection des cellules UACC 903 Mock ou surexprimant le domaine NC1 a4(IV)

En revanche, la mesure du périmetre des vaisseaux montre une augmentation de leur taille.
Toutefois, les variations observées entre les deux types de tumeurs rendent cette augmentation

statistiquement non significative (Figure 42).
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Figure 42 : Quantification du périmétre des vaisseaux (en pixels) sur les coupes de tumeurs

résultant de l’injection des cellules UACC 903 Mock ou surexprimant le domaine NC1 a4(1V)

I11-2-5/ Effet de la sécrétion de protéases in vivo

Apres sacrifice a J26, les protéines sont extraites des tumeurs afin d’étudier les systemes
protéolytiques. La zymographie montre que les tumeurs des souris Mock ou NC1 a4(IV) sécretent de
la proMMP-2 et de la proMMP-9. L’étude par zymographie reverse indique que les cellules des
différentes tumeurs expriment également du TIMP-1 et du TIMP-2. Le systéme d’activation du
plasminogéne, étudié par zymographie en gel de gélatine-plasminogéne, montre que les cellules des
deux types de tumeurs sécrétent de I’'uPA ainsi que du tPA. Aprés quantification, aucune différence

significative entre les deux types de tumeur n’a été observée (Figure 43).
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Figure 43 : Etude de différents systémes protéolytiques dans les extraits protéiques des

tumeurs résultant de ['injection des cellules UACC 903 Mock ou surexprimant le domaine

NCI a4(IV)
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I11-3/ Effet de la protéine recombinante in vitro

I11-3-1/ Production de la protéine recombinante dans un systéme procaryote

Afin d’étudier I’effet du domaine NC1 a4(IV) sur les cellules de mélanome, nous avons
produit le domaine recombinant dans un systeme procaryote. Pour cela, les bactéries E. coli JM 109
ont été transformées avec le plasmide pQE-31 contenant la séquence codant le domaine recombinant
6His-NC1 a4(IV). Ce plasmide contenant un géne de résistance a I’ampicilline, les bactéries
transformées par le plasmide ont été sélectionnées grace a cet antibiotique. La production de la
protéine recombinante est induite par ajout d’IPTG aux bactéries en phase de croissance
exponentielle. Les bactéries sont ensuite lysées grace a un tampon de lyse et soumises a une
sonication. L’extrait est soumis a une chromatographie d’affinit¢ sur colonne Ni-NTA. Les
différentes fractions sont analysées par électrophorése SDS-PAGE et western-blot avec des anticorps
dirigés contre la partie 6His ou contre le domaine NC1 04(IV).

Avant colonne, une bande de 28 kDa apparait dans les extraits non induit et induit par I'IPTG.
Cette bande est plus importante dans la fraction aprés induction par I’'IPTG. Ceci montre que la
protéine est produite et induite par I'IPTG bien qu’un mécanisme d’échappement existe et permet la
production en plus faible quantité de la protéine recombinante sans ajout d’IPTG. La pureté de la
protéine recombinante aprés chromatographie d’affinité est attestée par la présence d’une seule
bande de 28 kDa alors que de nombreuses bandes sont présentes dans les extraits avant
chomatographie. De plus, cette bande de 28 kDa est révélée apres western-blot a 1’aide d’un
anticorps anti-6His et anti-NC1 o4(IV) montrant qu’il s’agit bien de la protéine recombinante 6His-
NCI1 04(IV) (Figure 44).
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Figure 44 : Production et purification de la protéine 6His-NC1 a4(IV) en systéeme procaryote
analysées par électrophorese SDS-PAGE et western-blot anti-NC1 a4(IV) et anti-6His

I11-3-2/ Activité biologique de la protéine recombinante NC1 a4(IV)

[11-3-2-1/ Etude de la prolifération de différentes lignées cellulaires en
présence de NC1 a4(IV)

Nous avons tout d’abord étudié I’effet de la protéine recombinante NC1 04(IV) a différentes
concentrations sur la prolifération de différentes lignées de cellules de mélanome ainsi que sur des
fibroblastes dermiques humains normaux. Les lignées de mélanome étudiées sont les cellules A375,
SK-Mel-28, HT-144 et UACC 903. Les concentrations de la protéine recombinante NC1 a4(IV)
varient de 0 a 20 pg/mL. La viabilité cellulaire a été vérifiée par un test au bleu trypan et était
supérieure a 95%. Au-dela de la concentration de 20 pug/mL, la viabilité cellulaire devient inférieure
a 95%, et les expériences n’ont pas €ét€ poursuivies pour ces concentrations.

La protéine recombinante NC1 a4(IV) n’a pas d’effet significatif sur la prolifération cellulaire
des cellules A375 et des fibroblastes. En revanche, elle inhibe la prolifération des cellules HT-144,
SK-Mel-28 et UACC 903 a partir de 10 pg/mL (Figure 45).
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La prolifération des cellules HT-144 est ainsi inhibée de 29% aprés 72h de culture en
présence de 10 pg/mL de NC1 a4(IV). Elle est inhibée de 29% et 50% respectivement apres 48h et
72h de culture en présence de 20 pg/mL de NC1 a4(IV).

La prolifération des cellules SK-Mel-28 est inhibée de 26% apres 72h de culture en présence
de 10 pg/mL de NCI1 o4(IV). Elle est inhibée de 37% et 43% respectivement aprés 48h et 72h de
culture en présence de 20 pg/mL de NC1 a4(IV).

Les cellules UACC 903 présentent la plus forte inhibition de prolifération avec une inhibition
de 29% et 37% apres 48h et 72h de culture en présence de 10 pg/mL de NC1 o4(IV). En présence de
20 pg/mL de NC1 o4(IV), la prolifération des cellules UACC 903 est inhibée de 45% et 56%
respectivement apres 48h et 72h de culture. Les cellules UACC 903 ont été utilisées pour la suite des
expériences avec une concentration de 10 pg/mL du domaine recombinant NCI1 o4(IV),

concentration minimale permettant d’observer une inhibition significative de la prolifération.
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Figure 45 : Etude de la prolifération de différentes lignées cellulaires de mélanome et de
fibroblastes en présence de différentes concentrations du domaine recombinant NC1 a4(1V)

pendant 72h
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Figure 45 : Etude de la prolifération de différentes lignées cellulaires de mélanome et de
fibroblastes en présence de différentes concentrations du domaine recombinant NC1 a4(1V)

pendant 72h
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Prolifération des cellules SK-Mel-28
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Figure 45 : Etude de la prolifération de différentes lignées cellulaires de mélanome et de
fibroblastes en présence de différentes concentrations du domaine recombinant NC1 a4(1V)
pendant 72h
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I11-3-2-2/ Etude du cycle cellulaire des cellules UACC 903 en présence du
domaine recombinant NC1 a4(IV)

L’inhibition de la prolifération cellulaire par le domaine NC1 a4(IV) nous a conduits a
étudier son impact sur les différentes phases du cycle cellulaire. Cette étude a été réalisée en
collaboration avec le Dr Marie-Lise Jourdan de 1’unité INSERM U921 a la Faculté de Médecine de

Tours.

I11-3-2-2-1/ Synchronisation des cellules

Afin d’étudier le cycle cellulaire, la synchronisation des cellules est nécessaire. Pour cela,
nous avons, dans un premier temps, incuber les cellules UACC 903 a 80% de confluence en présence
de DMEM 4,5 g/L de glucose contenant du SVF 5% et de I’hydroxyurée 2 mM pendant 24h. Ceci
permet aux cellules de continuer leur cycle cellulaire jusqu’a ce qu’elles soient en phase G1 ou
I’hydroxyurée induit ’arrét du cycle cellulaire. Les cellules sont détachées et ensemencées a raison

de 20 000 cellules/cm? et la prolifération est suivie pendant 48h.
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Figure 46 : Prolifération des cellules UACC 903 en présence de 10 ug/mL de NC1 a4(1V)

pendant 48h aprés traitement ou non par I’hydroxyurée 2 mM

Aprés 48h, on observe une inhibition de prolifération accentuée apres traitement avec
I’hydroxyurée, passant ainsi de 18% d’inhibition sans traitement avec 1’hydroxyurée a 31%
d’inhibition apres traitement avec 1’hydroxyurée (Figure 46). Les cellules semblent donc, au moins

en partie, synchronisees.
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L’analyse du cycle cellulaire est réalisée par cytométrie en flux apres marquage des cellules a

I’iodure de propidium. Ainsi les cellules sont discriminées en fonction de leur quantit¢ d’ADN

permettant de déduire leur répartition dans chacune des phases du cycle cellulaire.
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Figure 47 : Analyse par cytométrie en flux de la répartition des cellules UACC 903 dans

chacune des phases du cycle cellulaire au temps T0 apres le traitement avec [’hydroxyurée

Au temps TO, 3% des cellules UACC 903 sont en phase G2, 15% sont en phase S et la

majorité des cellules (82%) en phase G1 ; toutes les cellules ne sont donc pas synchronisées au

départ (Figure 47).

Afin d’améliorer la synchronisation des cellules, une privation de SVF avant le traitement

avec I’hydroxyurée est envisagée. Aprés une privation de SVF pendant 36h, suivie d’une incubation

pendant 24h en présence d’hydroxyurée 2mM, les cellules sont détachées et ensemencées a raison de

20 000 cellules/cm?.
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Figure 48 : Analyse par cytométrie en flux de la répartition des cellules UACC 903 dans
chacune des phases du cycle cellulaire au temps TO apreés privation de SVF suivie du

traitement avec [’hydroxyurée

L’étape supplémentaire de privation de SVF a permis d’améliorer la synchronisation des
cellules UACC 903 puisque seulement 1% des cellules sont en phase G2 (Figure 48). Cependant, la

encore, les cellules ne sont pas toutes synchronisées avec 22% des cellules en phase S au temps TO.

I11-3-2-2-2/ Etude du cycle cellulaire en présence du domaine
recombinant NC1 a4(IV)

Dans un premier temps, nous avons realisé une étude cinétique de la répartition des cellules

dans chacune des phases du cycle cellulaire aprés une incubation des cellules UACC 903 en présence
du domaine recombinant NC1 a4(IV) (10 pg/mL) pendant 4h, 8h, 24h, 28h, 32h et 48h.
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Figure 49 : Analyse par cytométrie en flux de la cinétique de répartition dans chacune des phases du cycle cellulaire des cellules
UACC 903 incubées en présence du domaine recombinant NC1 a4(1V) (10 ug/mlL)
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Des 8h, un léger retard des cellules incubées en présence de protéine recombinante a raison
de 10 pg/mL est observé en phase G1. Ce retard se répercute au niveau de la phase S puis de la phase
G2 apres 24h d’incubation. En effet, 16% des cellules incubées en présence du domaine NC1 a4(IV)
se trouve en phase G2 contre 25% des cellules témoins aprés 24h alors que 56% des cellules traitées
sont encore en phase S contre 44% des cellules témoins (Figure 49).

Cependant, I’absence de temps intermédiaires entre 8h et 24h semble masquer le pic maximal
du pourcentage de cellules témoins en phase S. Des temps intermédiaires sont donc nécessaires.

Pour observer une différence plus importante entre les deux populations, une concentration de
protéine recombinante plus importante est envisagée. Aprés synchronisation, les cellules sont
détachées et ensemencées & raison de 20 000 cellules/cm? en présence de différentes concentrations

de protéine recombinante et la prolifération est suivie sur 72h (Figure 50).
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Figure 50 : Prolifération des cellules UACC 903 synchronisées en présence de différentes

concentrations du domaine recombinant NC1 o4(IV)

Parallélement, la viabilité cellulaire est déterminée par un test au bleu trypan pour chacune
des concentrations. Apres traitement avec NC1 04(IV) a raison de 20 pug/mL, la viabilité cellulaire

devient inférieure a 95% puisque 82% des cellules sont viables a cette concentration. Pour 1’étude du
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cycle cellulaire, nous utiliserons donc la concentration de 15 pug/mL, concentration pour laquelle la
viabilité cellulaire est de 96%.

Nous avons réalisé une nouvelle étude cinétique de la répartition des cellules dans chacune
des phases du cycle cellulaire apres une incubation des cellules UACC 903 en présence du domaine
recombinant NC1 a4(IV) a raison de 15 pg/mL pendant 12h, 16h, 20h, 24h et 36h.

Les temps précoces (T 4h et T 8h) ne sont pas étudiés au cours de cette cinétique. Le léger
retard en phase G1 des cellules incubées en présence de NC1 a4(IV) (10 ug/mL), observé au temps
T 8h au cours de 1’analyse précédente n’est donc pas observable ici (Figure 51).

Le pourcentage maximal (56%) des cellules témoins en phase S est observé aprés 16h
d’incubation. Pour les cellules incubées en présence du domaine recombinant (15 pg/mL), le
pourcentage maximal (61%) des cellules en phase S est observé aprés 20h d’incubation. Ce retard se
répercute au niveau de la phase G2 puisqu’apreés 20h d’incubation, 20% des cellules témoins se

trouvent en phase G2 contre 12% des cellules traitées avec le domaine recombinant.
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Figure 51 : Analyse par cytométrie en flux de la cinétique de répartition dans chacune des phases du cycle cellulaire des cellules

UACC 903 incubées en présence du domaine recombinant NC1 a4(IV) a raison de 15 ug/mlL
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Le domaine NC1 04(IV) a donc un effet sur le cycle cellulaire. Il semble induire un
ralentissement du cycle cellulaire des cellules de mélanome UACC 903 au niveau de la
transition G1/S ce qui pourrait expliquer I’inhibition de la prolifération induite par le domaine
NC1 o4(1V).

Afin d’étayer cette hypothése, nous avons réalisé des extraits nucléaires des cellules
UACC 903 synchronisées et incubées pendant 20h en présence du domaine NC1 a4(IV)
(15 pg/mL). Ces extraits ont été analysés par western-blot avec des anticorps dirigés contre
differentes protéines contrélant le cycle cellulaire : la cycline D1, la protéine Rb et son état de
phosphorylation. En présence du domaine recombinant, on observe une diminution de
I’expression de la cycline D1 de 33% et une inhibition de la phosphorylation de la protéine Rb
de 48% (Figure 52).
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Figure 52 : Etude de I’expression de la cycline D1 et de [’état de phosphorylation de
la protéine pRb analyses par western-blot (A) et quantification (B)
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La surexpression du domaine NC1 04(IV) induit une inhibition de la prolifération
mais également de la migration et de I’invasion des cellules UACC 903. Nous avons étudié

I’effet du domaine recombinant sur les propriétés migratoires et invasives des cellules

UACC 903.

I11-3-3/ Inhibition de la migration en présence du domaine
NC1 o4(IV)

Afin d’étudier la migration, les cellules UACC 903 ont été ensemencées en chambres
de Boyden modifiées pendant 24h en présence ou absence du domaine recombinant
NC1 04(IV) (10 pg/mL).

Le domaine recombinant NC1 04(IV) induit une inhibition de 41% de la migration des
cellules UACC 903 (Figure 53).
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Figure 53 : Migration des cellules UACC 903 en présence du domaine recombinant
NCI1 a4(1V) (10 ug/mL) étudiée en chambres de Boyden modifiées pendant 24 h
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111-3-4/ Inhibition de I’invasion en présence du domaine NC1 a4(IV)

L’invasion des cellules UACC 903 est étudiée en chambres de Boyden modifi¢es au
travers d’un tapis de Matrigel®, qui mime la matrice extracellulaire. Les cellules UACC 903
sont incubées pendant 72h en présence ou absence du domaine recombinant NC1 a4(IV) a
raison de 10 pg/mL.

Le domaine recombinant NC1 a4(IV) induit une inhibition de I’invasion des cellules
UACC 903 de 53% (Figure 54).
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Figure 54 : Invasion des cellules UACC 903 en présence du domaine recombinant
NCI a4(1V) (10 ug/mL) étudiée en chambres de Boyden modifiées

I11-3-5/ Etude des systéemes protéolytiques en présence du domaine
NC1 o4(IV)

L’étude des effets inhibiteurs de la tétrastatine obtenus par surexpression dans les
cellules de mélanome transfectées n’avait montré aucune différence significative de sécrétion
des gélatinases, des TIMPs et des activateurs du plasminogéne. De fagon similaire, nous
avons étudié la sécrétion des gélatinases par zymographie, des TIMPs par zymographie
reverse et d’uPA et de tPA par zymographie en gel de gélatine-plasminogene aprés 48h
d’incubation des cellules UACC 903 sans SVF et en présence de NC1 a4(IV) (10 pg/mL). De
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la méme maniére, I’incubation des cellules UACC 903 avec le domaine NC1 a4(IV) n’induit
aucune différence significative de sécrétion de MMPs, de TIMPs ou des activateurs du

plasminogeéne.
[11-4/ Etude d’un récepteur potentiel du domaine NC1 04(IV) : I’intégrine o3

[11-4-1/ Adhésion des cellules UACC 903 au domaine NCI o4(IV):

dépendance des cations divalents

Des travaux antérieurs du laboratoire et d’autres équipes ont montré que les récepteurs
de nombreux domaines NC1 des chaines a du collageéne IV sont des intégrines [Pasco, 2000a ;
Maeshima, 2001 ; Hamano, 2005 ; Magnon, 2005 ; Roth, 2005 ; Sudhakar, 2005 ; Koskimaki,
2009]. Nous avons émis 1’hypothése que le récepteur du domaine NCI1 a4(IV) pouvait
également étre une intégrine. Pour vérifier cette hypothese, nous avons réalisé un test
d’adhésion des cellules UACC 903 en présence de cations divalents aprés une pré-incubation
des cellules avec I’EDTA. En effet, la liaison d’une intégrine avec son ligand est dépendante
des cations divalents Ca®* et Mg?*.

L’incubation des cellules avec ’EDTA 5 mM empéche 1’adhésion des cellules
UACC 903 au substratum de domaine NC1 04(IV) avec une inhibition de 86% et 84% apres
30 minutes et 60 minutes d’adhésion respectivement par rapport aux cellules incubées dans du
milieu contenant des ions Ca’* et des ions Mg?*. De plus, I’ajout de Ca®* ou de Mg** dans le
milieu aprés une pré-incubation des cellules avec de I’EDTA rétablit les capacités
d’adhérence des cellules au substratum de domaine recombinant NC1 a4(IV) (Figure 55).
L’adhésion des cellules UACC 903 au domaine NC1 o4(IV) dépend donc des cations
divalents ce qui conforte I’hypothese que le récepteur du domaine NC1 a4(IV) pourrait étre

une intégrine.
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Figure 55 : Adhésion cations divalents-dépendante des cellules UACC 903 sur un

substratum de domaine recombinant NC1 a4(IV)

I11-4-2/ Expression de I’intégrine a3 a la surface des cellules UACC 903

L’intégrine o,P3 a été décrite pour étre le récepteur de différents domaines NC1 de
chaines du collagéne IV, notamment du domaine NC1 des chaines 02 et a3 [Pasco, 2000a ;
Roth, 2005]. Nous avons Vérifié son expression a la surface des cellules UACC 903. Pour
cela, les cellules UACC 903 sont incubées en présence d’un anticorps anti-intégrine oyf3
(clone 23C6) couplé a I’ Alexa Fluor 647. Le marquage est ensuite analysé par cytométrie en
flux. Un marquage a 1’iodure de propidium permet de discriminer les cellules viables.
L’analyse montre que 72% des cellules UACC 903 viables sont marquées et expriment donc
I’intégrine a3 a leur surface (Figure 56).
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Figure 56 : Analyse par cytométrie en flux du marquage anti-a,f; & la surface des
cellules UACC 903

Nous avons également vérifié 1I’expression de cette intégrine a la surface des cellules
A375, HT-144 et SK-Mel-28. Ces cellules expriment toutes 1’intégrine a3 puisque 89% des
cellules A375, 86% des cellules HT-144 et 94% des cellules SK-Mel-28 présentent un
marquage analysé par cytométrie en flux.

Afin d’estimer le taux d’expression de I’intégrine o3 par les cellules A375, HT-144,
SK-Mel-28, UACC 903 et par les fibroblastes dermiques, des extraits protéiques totaux ont
été réalisés et analysés par western-blot a 1’aide d’anticorps anti-intégrine a, et anti-intégrine
Bs (Figure 57A). Apres quantification et normalisation par rapport a I’actine, nous observons
que les cellules UACC 903 sont celles qui expriment le plus ces deux sous-unités d’intégrine.
Les cellules HT-144 ont un taux d’expression de cette intégrine inférieure aux cellules
UACC 903 mais supérieure aux cellules SK-Mel-28. Les fibroblastes dermiques et les cellules
A375 expriment tres peu ces intégrines par rapport aux autres cellules étudiées (Figure 57B).
L’effet anti-prolifératif du domaine recombinant était maximal lorsque les cellules UACC 903
étaient le modéle d’étude. Dans le cas des cellules HT-144, cette inhibition de la prolifération
était plus faible que dans les cellules UACC 903 mais plus importante que dans les cellules
SK-Mel-28. Aucun effet anti-prolifératif n’a été démontré sur les cellules A375 et les
fibroblastes dermiques, exprimant peu I’intégrine a,fs3. Il existe donc une corrélation directe

entre le taux d’expression de 1’intégrine a,B3 et I’effet du domaine recombinant.
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Figure 57 : Western-blot anti-intégrine a, et anti-intégrine B3 sur les extraits

protéiques de différents types cellulaires (A) et quantification (B)

111-4-3/ Inhibition de ’adhésion des cellules UACC 903 au domaine NC1

a4(IV) en présence d’anticorps bloquant

Pour conforter I’hypothése proposant I’intégrine o3 comme un récepteur de la
tétrastatine, nous avons réalisé des tests d’adhésion des cellules UACC 903 sur un substratum
de domaine NCI 04(IV) en présence d’anticorps bloquant 1’intégrine a3 mais aussi
d’anticorps bloquant la sous-unit¢ d’intégrine P; (Figure 58). L’incubation préalable des

cellules UACC 903 avec I’anticorps bloquant I’intégrine oyfs induit une inhibition de

129



I11-Résultats

I’adhésion des cellules au domaine NC1 a4(IV) de 38%. L adhésion des cellules au domaine
NC1 04(IV) semble donc se faire au moins en partie via I’intégrine of3.

En présence de I’anticorps bloquant la sous-unité d’intégrine B, il existe également
une inhibition de 1’adhésion de 39%. Il semble donc que I’intégrine oyf3 ne soit pas le seul
récepteur potentiel du domaine NC1 a4(IV) a la surface des cellules UACC 903 mais que la
sous-unité d’intégrine By intervienne également.

De plus, I’incubation préalable des cellules avec les deux anticorps bloquants induit
une inhibition de 1’adhésion de 62%. Cet effet additif semble montrer que le domaine
NC1 a4(IV) peut se lier a plusieurs intégrines, 1’intégrine o,fB3 mais aussi au moins une

intégrine impliquant la sous-unité B,
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Figure 58 : Etude de l'adhésion des cellules UACC 903 sur le domaine recombinant
NC1 o4(IV) en présence d’anticorps bloquant l’intégrine a,f3et/ou la sous-unité

d’intégrine 1
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I11-4-4/ Interaction du domaine NC1 04(IV) avec I’intégrine o3

Afin de confirmer I’interaction du domaine NC1 a4(IV) avec l’intégrine ayf3, nous
avons réalisé une étude d’interaction entre ces deux protéines en résonance plasmonique de
surface qui permet par ailleurs de calculer la constante apparente d’affinité (Kp). Cette étude a
été menée a Lyon en collaboration avec le Pr Sylvie Ricard-Blum sur 1’appareil Biacore T100
de ’'UMS 344.

Dans cette étude, 1’intégrine o,f3 est immobilisée sur une «sensor chip » CM5 et
I’analyte, le domaine recombinant NC1 04(IV), est injecté a différentes concentrations. Le
domaine NC1 a4(IV) se lie a I’intégrine ayBs selon un modele & deux états: d’abord la
formation d’un complexe entre 1’intégrine a,fB3 et le domaine NC1 a4(IV) qui se réarrange
ensuite en un complexe plus stable. L’injection rapide d’EDTA 10 mM dissocie ce complexe,
corrélant ainsi les résultats précédents qui mettaient en évidence la dépendance de la liaison a
la présence de cations divalents. La constante apparente d’affinité est de 148,15 + 9,54 nM, ce

qui refléte une affinité modérée de 1’intégrine o,f3 pour le domaine NC1 a4(IV) (Figure 59).

90 -

80 -

Q

L&)

s |

c |

2 50 '

e Sensorgramme
S 40 / expérimental
v

;g | Fit

=

>

10—/‘\
OI T T T 1

0 500 1000 1500 2000
Temps (secondes)

Figure 59 : Etude de ['interaction du domaine NC1 a4(IV) avec [’intégrine o, f53 par

résonance plasmonique de surface
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Une seconde étude ou I’intégrine asB; est immobilisée sur une « sensor chip » CM5 a
¢été réalisée. Le domaine NC1 o4(IV) semble capable de se lier a cette intégrine selon un
modele a deux états réactionnels également (Figure 60). L’affinité du domaine pour cette
intégrine est plus faible que pour I’intégrine o,f3 puisque la constante apparente d’affinité

entre le domaine NC1 a4(IV) et I’intégrine asf; est de 425 nM.
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Figure 60 : Etude par résonance plasmonique de surface de [’interaction du domaine

NCI a4(IV) injecté a plusieurs concentrations avec l’intégrine osfl1 immobilisée
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I11-4-5/ Etude de la prolifération et de I’invasion en présence d’anticorps

bloquant I’intégrine o,f3 et la sous-unité d’intégrine 1

[11-4-5-1/ Prolifération en présence d’anticorps bloquant 1’intégrine o33

ou la sous-unité d’intégrine 1

Afin de confirmer si I’interaction avec 1’intégrine oyf3 et/ou avec I’intégrine asf; est
(sont) a l’origine des effets biologiques observés, nous avons étudié la prolifération des
cellules UACC 903 soit en présence du domaine NC1 a4(IV) a raison de 10 pg/mL et/ou de
I’anticorps bloquant I’intégrine o3, Soit en présence du domaine NCI1 a4(IV) a raison de
10 pg/mL et/ou de I’anticorps bloquant la sous-unité d’intégrine ;.

L’inhibition de prolifération induite par la tétrastatine est retrouvée lors de 1’incubation
préalable des cellules avec I’anticorps bloquant 1’intégrine ayf3. En présence de la tétrastatine
(10 pg/mL), la prolifération est inhibée de 20% apres 48h de culture. L’incubation préalable
des cellules UACC 903 avec I’anticorps bloquant I’intégrine o,f3 induit a elle seule une
inhibition de la prolifération de 22%. Par ailleurs, cet effet n’est pas additif puisque la
prolifération des cellules en présence de tétrastatine, aprés 1’incubation préalable des cellules
avec I’anticorps bloquant I’intégrine o3 est inhibée de 25% (Figure 61A). L’intégrine ayp3
semble donc intervenir dans I’inhibition de la prolifération induite par la tétrastatine.

En revanche, cet effet anti-prolifératif n’est pas retrouvé lors de 1’incubation préalable
des cellules UACC 903 avec I’anticorps bloquant la sous-unité Bi. En effet, cette seule
incubation avec I’anticorps bloquant la sous-unité B; n’a aucun effet significatif sur la
prolifération de ces cellules. En revanche, la prolifération des cellules de mélanome est
inhibée lors de I’incubation avec la tétrastatine, qu’il y ait eu pré-incubation avec 1’anticorps
bloquant ou non (Figure 61B). Ainsi, bien que la tétrastatine soit capable d’interagir avec

I’intégrine aspi, celle-ci ne semble pas étre médiatrice de 1’activité biologique.

133



I11-Résultats

A/
1,200
1,000 7 *%% 1 n<0,001
B
< 0,800 -+
§ =—4—Témoin
0,600 o
L o —@—anti-intégrine avp3
u
(=]
& 0400 —d—NC1 a4(IV)
g
2 0,200 - —<=NC1 a4(IV) + anti-
< intégrine avp3
0,000 T T 1
0 20 40 60
Temps (heures)
B/
1,2 -
NS: p>0,05
_ **% » p<0,001
E
=
c -
A =—4—Témoin
1]
= S
g —&— anti-intégrine B1
8
= —— NC1 a4(IVv)
2
n -
< 02 1 NC1 a4(lV) + anti-
intégrine B1
0 T T 1

0 20 40 60

Temps (heures)

Figure 61 : Prolifération des cellules UACC 903 pendant 48h soit en présence du
domaine NC1 04(IV) a raison de 10 ug/mL et/ou de I’anticorps bloquant l’intégrine
onf3 (A) soit en présence du domaine NC1 04(1V) a raison de 10 ug/mL et/ou de

[’anticorps blogquant la sous-unité d’intégrine [51 (B)
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I11-4-5-2/ Invasion en présence d’anticorps bloquant 1’intégrine o33

Les propriétés invasives des cellules UACC 903 ont également été étudiees en
présence d’un anticorps bloquant 1’intégrine a,f3 et/ou du domaine NC1 a4(IV).

En présence de I’anticorps bloquant 1’intégrine a3, I’invasion est inhibée de 32% et
de 44% lors de I’incubation en présence du domaine NC1 o4(IV). L’anticorps bloquant
reproduit donc les effets du domaine NC1 o04(IV). De plus, I’incubation des cellules en
présence de I’anticorps bloquant puis en présence du domaine NC1 04(IV) inhibe I’invasion
des cellules de 52%. Il n’y a pas de différence significative d’inhibition entre 1’incubation
avec I’anticorps bloquant I’intégrine oyBs et/ou en présence du domaine NC1 a4(IV)
(Figure 62). 11 semble donc que I’effet anti-invasif observé soit di a I’interaction entre le

domaine NC1 a4(IV) et I’intégrine af3.
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Figure 62 : Invasion des cellules UACC 903 en présence du domaine NC1 o4(IV) a
raison de 10 ug/mlL et/ou de [’anticorps bloquant l’intégrine oyf33 étudiée en chambres
de Boyden modifiées pendant 72h

135



I11-Résultats

I11-5/ Etude de la séquence active du domaine NC1 a4(IV)

I11-5-1/ Mise en évidence de la sécrétion de la protéine 3XFLAG-NC1 a4(IV)

[180-229] par les cellules de mélanome

La tumstatine, domaine NCI1 a3(IV), exerce son activité anti-tumorale par
I’intermédiaire d’une séquence peptidique localisée dans sa partie C-terminale (résidus 185-
203) [Pasco, 2000a]. De la méme facon, nous avons voulu déterminer si la (ou les)
séquence(s) active(s) de la tétrastatine se situait(ent) dans la partie C-terminale du domaine
NC1 o4(IV). Pour cela, les cellules UACC 903 ont été transfectées au sein de notre
laboratoire avec le plasmide p3xFLAG-CMV-9 contenant ou non la séquence codant pour
NCI1 04(IV) [180-229]. Les clones ont été caractérisés par le Dr Jessica Thevenard par RT-
PCR a l’aide des amorces spécifiques du plasmide p3xFLAG-CMV-9 de part et d’autre du
multi-site de clonage. Une bande de 336 pb apparait dans les cellules UACC 903 transfectées
par le plasmide p3xFLAG contenant I’insert codant le domaine NC1 o4(IV) [180-229] ce qui

montre que les cellules UACC 903 ont bien incorporé ce plasmide (Figure 63).

NC1 04(IV)

Mock
[180-229]
|

«— 336 pb

<«—195 pb

Figure 63 : Caractérisation par PCR des clones UACC 903 transfectés par le
plasmide p3xFLAG-CMV-9 contenant ou non la séquence codant le domaine
NC1 a4(1V)[180-229]
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Les clones Mock 1 et NC1 04C2 ont ¢été choisis pour I’étude des propriétés anti-
tumorales du domaine NC1 a4(IV) [180-229] in vivo dans un modéle de xénogreffe de
mélanome humain chez la souris athymique (paragraphe 111-5-2). Apres 48h de culture sans
SVF, les milieux de culture des cellules UACC 903 Mock 1 et NC1 a4C2 sont récoltés. Les
protéines présentes dans ces milieux sont précipitées par 1’acétone avant d’étre analysées par
western-blot a 1’aide d’un anticorps dirigé contre le domaine NC1 a4(IV). Apres révélation,
une bande d’environ 9 kDa apparait dans la piste correspondant au milieu de culture des
cellules UACC 903 NC1 04C2 alors qu’aucune bande n’apparait dans celle correspondant au
milieu des cellules Mock 1(Figure 64). Ainsi, la sécrétion du domaine NC1 o4(IV) [180-229]

a été mise en évidence dans les milieux de culture des cellules NC1 a4C2.

Mock 1 NC1 a4 C2

9 kDa — » «— NC1 04(IV) [180-229]

Figure 64 : Mise en évidence de la sécrétion du domaine NC1 o4(IV)[180-229] dans
le milieu de culture des cellules UACC 903

I11-5-2/ Effets biologiques de la surexpression du domaine NC1 a4(IV)[180-
229]

L’effet in vitro de la surexpression du domaine NC1 a4(IV) [180-229] sur la
prolifération et ’invasion des cellules UACC 903 a été étudié par le Dr J Thevenard. La
surexpression du domaine NC1 a4(IV) [180-229] induit une inhibition de prolifération
pendant 72h de 42 % et une inhibition des propriétés invasives pendant 72h de 86 %. Ces
résultats suggeraient bien que la (ou les) séquence(s) active(s) se situaient dans cette partie C-
terminale de la tétrastatine. Nous avons fait synthétiser des peptides contenant les séquences
d’intérét.

In vivo, I’effet de la surexpression du domaine NC1 a4(IV) [180-229] a éte étudié dans
un modeéle de xénogreffes de mélanome humain chez la souris athymique. Pour cela, 5.10°
cellules UACC 903 Mock ou surexprimant le domaine NC1 a4(IV) [180-229] ont été

injectées en sous-cutané au niveau du flanc gauche de I’animal. L’évolution des tumeurs est
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suivie pendant 26 jours. Cependant, aucune inhibition de la croissance tumorale n’a été

observée (Figure 65).
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Figure 65 : Evolution du volume tumoral de xénogreffes de mélanome humain apres
injection de cellules UACC 903 surexprimant ou non le domaine NC1 a4(IV)[180-
229] en sous-cutané chez la souris nude

I11-5-3/ Etude de la prolifération et de I’invasion des cellules UACC 903 en
présence du peptide AR-50

Le peptide AR-50 correspond a la séquence du domaine NC1 a4(IV) [167-216]
comprenant notamment la séquence de la tétrastatine-3 (NC1 o4(IV) [167-185]), décrite
comme potentiellement anti-angiogénique [Karagiannis, 2007].

Nous avons étudié la prolifération des cellules UACC 903 en présence de ce peptide.
Aucune différence de prolifération n’a été montrée en présence du peptide AR-50 (40 uM)
(Figure 66).
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Figure 66 : Prolifération des cellules UACC 903 en présence de 40 uM de peptide
AR-50

L’invasion des cellules UACC 903 a été étudiée en chambres de Boyden modifiées en
présence de différentes concentrations du peptide AR-50. Aucune différence significative des

propriétés invasives des cellules UACC 903 en présence du peptide AR-50 n’a été démontrée

(Figure 67).
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Figure 67: Invasion des cellules UACC 903 étudiée en chambres de Boyden modifiées

pendant 72h en présence de différentes concentrations du peptide AR-50
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[11-5-4/ Etude de la prolifération et de 1’invasion des cellules UACC 903 en
présence du peptide CS-50

Le peptide CS-50 correspond a la séquence NC1 a4(IV) [180-229], séquence
surexprimée par les cellules UACC 903 transfectées. Nous avons étudié ’effet de ce peptide
sur la prolifération et I’invasion des cellules UACC 903.

En présence du peptide CS-50, la prolifération des cellules UACC 903 est inhibée de
38% apres 72h en présence de peptide CS-50 40 uM (Figure 68). La viabilité cellulaire a été
vérifiée en parallele par un test au bleu trypan et est supérieure a 95%. Ce peptide contient
donc une séquence qui inhibe la prolifération des cellules UACC 903 comme nous 1’avions

observé avec le domaine NC1 a4(IV) complet.
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Figure 68 : Prolifération des cellules UACC 903 pendant 72h en présence de
différentes concentrations de peptide CS-50
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L’invasion des cellules UACC 903 a également ¢été étudiée en chambre de Boyden
modifiée en présence de peptide CS-50 a raison de 40 uM. Nous observons une inhibition de
I’invasion de 60% des cellules UACC 903 en présence de ce peptide (Figure 69). Le peptide
CS-50 reproduit également 1’inhibition de 1’invasion des cellules UACC 903 observée en

présence du domaine NC1 a4(IV) complet.

1800 -
1600 - xRk p<0,001
1400 o
1200 o
1000 o

800 o s s

600 -
400 -+

200 -+

Témoin CS-50 40pM

Figure 69: Invasion des cellules UACC 903 étudiee en chambre de Boyden modifiée

en présence de 40 uM de peptide CS-50 pendant 72h

Le peptide AR-50 (NC1 04(IV) [167-216]) n’a pas d’effet alors que le peptide CS-50
(NC1 04(IV)[180-229]) reproduit les effets du domaine NC1 a4(IV) complet. Ces peptides ne
différent que par la séquence [216-229] : QKISRCQVCVKYS, qui semble indispensable a
’activité biologique du domaine NC1 a4(IV). Un peptide de 20 acides aminés contenant cette

séquence est en cours de synthése et de validation de son activité biologique.
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I\V/Discussion

Longtemps considérée comme un simple support, la matrice extracellulaire est en
réalité une source d’interactions qui modifient, par exemple, le comportement des cellules
tumorales. Au cours de I’invasion, le remodelage de la matrice extracellulaire et notamment
des membranes basales permet la libération de fragments capables d’exercer une activité
biologique, appelés matrikines. Diverses matrikines dérivées du collagene de type IV ont été
décrites pour leur activité anti-angiogénique et/ou anti-tumorale, notamment les domaines
NCI1 des différentes chaines a du collagene de type IV.

Les domaines NC1 des chaines al(IV), a2(IV) et a3(IV), respectivement appelés
arrestene, canstatine et tumstatine, ont été décrits pour leurs propriétés anti-tumorales dans
divers modeles de cancers in vivo. Ainsi, une inhibition d’environ 80% de la croissance
tumorale est induite par I’injection du domaine NC1 a1(IV) dans un modéle de xénogreffes de
tératocarcinome [Sudhakar et coll., 2005]. Dans un modeéle de cancer humain ovarien, la
croissance tumorale est inhibée de 50% par le domaine NC1 a2(IV) [Roth et coll., 2005]. Le
domaine NC1 a3(IV) inhibe la croissance tumorale de 60% dans un modele de xénogreffes
de carcinome prostatique humain, de 44% dans un modele de xénogreffes de carcinome rénal
[Maeshima et coll., 2000] et de 60% dans un modéle de mélanome murin [Pasco et coll.,
2004]. Cependant, aucune activité anti-tumorale n’avait ét¢ décrite a ce jour pour le domaine
NCI1 04(IV) [Petitclerc et coll., 2000]. Au cours de cette étude, nous avons pu montrer que ce
domaine exerce une activité anti-tumorale dans un modele de mélanome humain.

Afin d’étudier les propriétés anti-tumorales de la tétrastatine, deux stratégies ont été
adoptées : d’une part, la surexpression de la tétrastatine par des cellules de mélanome humain
et d’autre part, I’utilisation de la protéine recombinante qui permet de s’assurer que les effets
observés ne sont pas dus au stress post-transfection. La production de la protéine
recombinante est réalisée dans un systéme procaryote mais sa faible solubilité ne permet pas
de la produire en grande quantité. De ce fait, il est difficile d’obtenir une quantité utilisable

importante du domaine d’intérét.

IV-1/ Inhibition de la croissance tumorale in vivo

Afin d’étudier I’activité anti-tumorale potentielle du domaine NC1 a4(IV), nous avons
mis en place un modéle de xénogreffes de mélanome humain chez la souris athymique en

injectant en sous-cutané 5.10° cellules de mélanome UACC 903 par souris. Ce modéle permet
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d’obtenir des tumeurs a croissance relativement lente pour pouvoir suivre leur évolution
pendant 26 jours. Les immunomarquages anti-NC1 o4(IV) réalisés sur les coupes de tumeur
(Figure 38) permettent de vérifier que le domaine d’intérét est bien produit par les cellules
tumorales et non par les cellules stromales. Cette surexpression induit une forte inhibition de
la croissance tumorale in vivo (-80%).

Elle peut étre en partie expliquée par I’inhibition de la prolifération des cellules
tumorales surexprimant la tétrastatine. Le marquage des tumeurs avec un anticorps dirigé
contre Ki-67 montre une diminution du nombre de cellules prolifératives. Cependant,
I’inhibition de prolifération de 30% ne suffit pas a elle-seule pour expliquer 1’inhibition de la
croissance tumorale observée.

Les tumeurs surexprimant la tétrastatine paraissent moins agressives car elles montrent
une croissance essentiellement horizontale. De plus, tres peu de cellules cancéreuses ont
envahi le stroma, contrairement aux tumeurs Mock, comme nous pouvons 1’observer sur les
coupes de tumeurs (Figure 36C). Les deux principales cascades protéolytiques responsables
de l’invasion tumorale sont les MMPs et le systéme d’activation du plasminogéne.
L’expression des MMP-2 et MMP-9 n’est pas modifiée, de méme que I’expression des TIMP-
1 et TIMP-2, ainsi que celle de I’'uPA et du tPA, comme nous I’avons montré avec les
zymogrammes réalisé€s sur les extraits protéiques préparés a partir des tumeurs. L’ expression
de la MMP-14, étudiée par immunomarquages, ne semble pas modifiée au sein des deux
groupes de tumeurs. L’inhibition de I’invasion pourrait s’expliquer par une diminution de la
MMP-14 active a la surface cellulaire comme c’est le cas in vitro. Pour compléter notre étude,

un marquage spécifique de la forme active de la MMP-14 peut étre envisage.

IV-2/ Effet sur ’angiogenése in vivo

La plupart des matrikines dérivées des domaines NCI1 a(IV) exercent des propriétés
anti-angiogéniques a la fois in vitro et in vivo. Cependant, aucune activité anti-angiogénique
in vivo n’a été décrite pour le domaine NC1 a4(IV) complet [Petitclerc et coll., 2000]. En
revanche, des peptides dérivés de ce domaine, a savoir la tétrastatine-1, la tétrastatine-2 et la
tétrastatine-3, sont capables d’inhiber in vitro la prolifération de cellules endothéliales ainsi
que leur migration induite par le VEGF et présentent donc des propriétés anti-angiogéniques
in vitro. [Karagiannis et Popel, 2007]. L’étude de la vascularisation des tumeurs Mock ou

surexprimant la tétrastatine, par immunomarquage a 1’aide d’un anticorps anti-vWF, montre
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que le nombre de vaisseaux tend a diminuer, bien que de fagon non significative, dans les
tumeurs surexprimant la tétrastatine (Figure 41).

Dans ces tumeurs, les vaisseaux sont soulignés par une bande fibreuse et leur diamétre
tend a étre plus important. Pour expliquer ce dernier point, deux hypothéses peuvent étre
envisagées. D’une part, le domaine NC1 a4(IV) peut permettre le recrutement de péricytes
entrainant une stabilisation plus importante des vaisseaux. D’autre part, les cellules Mock,
plus invasives, peuvent dégrader la couche fibreuse entourant les néovaisseaux. Les vaisseaux
néoformés dans les tumeurs surexprimant la tétrastatine seraient plus stables et moins
perméables que ceux formés dans les tumeurs contréles. Ainsi, les nutriments acheminés par
les néovaisseaux diffuseraient de facon moindre dans les tumeurs surexprimant la tétrastatine
ce qui expliquerait en partie 1’inhibition de la croissance tumorale.

Dans le modele de xénogreffes utilisées, une couche fibreuse se forme autour de la
tumeur (Figure 36B). Elle est plus large autour des tumeurs surexprimant la tétrastatine,
pouvant contribuer a limiter I’invasion tumorale comme cela a été montré pour des cancers
bronchiques [Polette et coll., 1997]. Par ailleurs, on observe des cellules tumorales dans les
tissus périphériques des souris Mock, contrairement aux souris surexprimant la tétrastatine. Il
est possible que le domaine NCI1 04(IV) influence la sécrétion de collagéne par les
fibroblastes proches de la tumeur mais également par les cellules tumorales elles-mémes. Des
fibroblastes dermiques humains ont été incubés pendant 48h en présence ou non de la
tétrastatine. Aucune différence de sécrétion de collagene de type I n’a été montrée. Il en est de
méme pour les cellules UACC 903 surexprimant ou non la tétrastatine. La tétrastatine pourrait
¢galement induire 1’expression par les cellules tumorales d’un facteur stimulant la production
de collagene 1 par les fibroblastes. L’incubation de fibroblastes dermiques humains en
présence de milieux conditionnés provenant de cellules UACC 903 surexprimant ou non la
tétrastatine n’a pas non plus permis de mettre en évidence de différence d’expression de
collagene | par ces fibroblastes (Figure 37).

Bien que les souris athymiques soient dépourvues d’immunité acquise, I’immunité
innée est présente. Ceci implique potentiellement un réle de la composante inflammatoire sur
la croissance des tumeurs surexprimant ou non la tétrastatine. Afin d’expliquer I’inhibition de
croissance des tumeurs observée in vivo, il semble également nécessaire d’étudier I’influence

de la tétrastatine sur les cellules inflammatoires.
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IV-3/ Inhibition de la croissance tumorale in vitro

Pour déterminer le mécanisme d’action anti-tumoral du domaine NC1 a4(IV), définir
les caractéristiques des cellules transfectées et reproduire les effets observés avec ces cellules,
une étude in vitro a été menée suivant deux approches : la surexpression de la tétrastatine par
les cellules de mélanome ou 1’utilisation du domaine recombinant NC1 a4(IV). Cette derniére
approche présente I’avantage de pouvoir réaliser des ¢tudes d’interactions avec le(s)
récepteur(s) potentiel(s) et permet d’exclure les phénomenes cellulaires liés au stress post-
transfection.

Les propriétés invasives des cellules ont été étudiées en modele de chambres de
Boyden modifiées. La surexpression de la tétrastatine dans les cellules de mélanome
UACC 903 induit une inhibition de leurs propriétés invasives. Cette inhibition de 1’invasion
est également retrouvée lors de I’incubation des cellules en présence de tétrastatine
recombinante. Afin d’expliquer cette inhibition, nous nous sommes intéressés aux principales
cascades protéolytiques. Aucune modification de 1’expression et de I’activation de MMP-2
n’a été observée en présence de tétrastatine. L’expression de TIMP-1, TIMP-2 et TIMP-3 ne
varie pas en présence de tétrastatine, de méme que I’expression de tPA et uPA. La tétrastatine
n’a donc pas d’effet direct sur I’expression de ces protéases matricielles.

La MMP-14 est une métalloprotéase fortement impliquée dans la progression
tumorale. Elle exerce son activité biologique via différents modes d’action. Elle est capable
de dégrader la matrice extracellulaire par son action propre mais participe également
directement a I’activation d’autres cascades protéolytiques impliquant notamment la MMP-2
et le TIMP-2. De plus, la MMP-14 est une « sheddase » capable de cliver par exemple le
récepteur du hyaluronane qui peut promouvoir la migration cellulaire [Kajita et coll., 2001].
L’activit¢ de la MMP-14 est également régulée par sa capacité a étre internalisée par
endocytose soit par des vésicules recouvertes de clathrine, soit par des caveolae au niveau de
radeaux lipidiques [Osenkowski et coll., 2004]. Ainsi, la MMP-14 apparait comme une
protéase clé de 1’invasion tumorale. La surexpression de la tétrastatine n’a pas d’effet sur son
expression, comme nous 1’avons montré par RT-PCR et western-blot (Figures 31 et 32). En
revanche, son activation est fortement inhibée lors de la surexpression de la tétrastatine. De
méme, sa localisation est modifiée. On observe une perte de la MMP-14 et de la cavéoline-1
au niveau du front de migration des cellules UACC 903 surexprimant la tétrastatine
(Figure 34). Ces résultats mettent en évidence la perte du phénotype migratoire des cellules

UACC 903 lors de la surexpression de la tétrastatine. En effet, la colocalisation de la MMP-14
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et de la cavéoline indique que la MMP-14 est presente au niveau de radeaux lipidiques. Aprés
internalisation, une partie de la MMP-14 est transportée jusqu’aux lysosomes pour étre

dégradée tandis que 1’autre partie est recyclée a la membrane [Itoh, 2006].

IV-4 Inhibition de la prolifération in vitro

La surexpression du domaine NC1 a4(IV) dans les cellules de mélanome UACC 903
induit une inhibition de leur prolifération de 30% aprés 48h de culture. Cet effet anti-
prolifératif est retrouvé lors de 1’ajout du domaine recombinant NC1 a4(IV) dans le milieu de
culture des cellules UACC 903 non transfectées. Ceci prouve que I’effet anti-prolifératif
observé lors de la surexpression n’est pas di a un stress des cellules causé par la transfection
elle-méme. Cette inhibition de la prolifération in vitro explique les effets anti-prolifératifs
observés dans les tumeurs in vivo.

Les matrikines dérivées des domaines NC1 a(IV) inhibent la prolifération de cellules
tumorales par un phénoméne de cytotoxicité, observé notamment dans le cas de la
pentastatine-1 [Koskimaki et coll., 2010], ou par I’induction de I’apoptose observée dans le
cas de la séquence 185-203 de la tumstatine. Cette séquence inhibe la prolifération de cellules
de cancer gastrique via la voie Fas [Li et coll., 2009]. La canstatine induit un phénomene de
sénescence des cellules endothéliales, ainsi que leur apoptose [Kamphaus et coll., 2000 ; Roth
et coll., 2005]. Dans notre étude, le domaine recombinant NC1 a4(IV) ne diminue pas la
viabilité des cellules aux concentrations utilisées. De méme, la surexpression du domaine
n’induit pas I’apoptose des cellules UACC 903 [Thevenard, 2007]. L’effet anti-prolifératif du
domaine NC1 a4(IV) n’est donc pas di a une induction de 1’apoptose, ni a un phénomene de
cytotoxicité du domaine mais suggeére plutot un blocage du cycle cellulaire. L’étude du cycle
cellulaire des cellules UACC 903 cultivées en présence de la tétrastatine, réalisée en
cytométrie en flux, montre un ralentissement du cycle cellulaire des la phase G1/S. En effet,
le pourcentage maximum de cellules en phase S est retrouvé aprés 20h d’incubation en
présence de tétrastatine (15 pg/mL) contre 16h d’incubation en présence de milieu seul
(Figure 51). Un tel effet sur le cycle de cellules tumorales a été décrit pour les peptides
correspondant aux séquences 185-203 et 63-83 de la tumstatine. Un arrét du cycle cellulaire
en phase GO/G1 est induit aprés 24h d’incubation de cellules de cancer gastrique SCG-7901
avec ces peptides. Les auteurs ont en effet montré qu’environ 50% et 55% des cellules non

traitées ou traitées en présence d’un peptide contrdle était en phase G1 contre environ 70% et
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68% des cellules traitées respectivement avec les peptides correspondant aux séquences 185-
203 et 63-83 apres 24h de culture [Li et coll., 2009].

Pour notre étude sur le cycle cellulaire, les cellules UACC 903 ont été synchronisées
par privation de SVF pendant 36h et incubation avec de I’hydroxyurée 2 mM pendant 24h.
Ces incubations aboutissent a un pourcentage d’environ 80% de cellules synchronisées. La
synchronisation des cellules n’est pas totale. Afin de ’améliorer, d’autres méthodes seront
envisagees, comme la synchronisation par double blocage a la thymidine [Ma et Poon, 2011].

Afin de conforter I’hypothése de 1’induction d’un blocage du cycle cellulaire en phase
Gl1, nous avons étudié les variations d’expression ou de phosphorylation de protéines
impliquées dans la régulation de cette phase. La tétrastatine provoque une diminution de la
cycline D1, cycline nécessaire a la progression des cellules dans la phase G1, ainsi qu’une
diminution de la phosphorylation de la protéine Rb (Figure 52). Ces résultats confirment ceux
obtenus par le Dr Jessica Thevenard avec les cellules transfectées. Elle avait montré au cours
d’une étude préliminaire une diminution de la phosphorylation de la protéine Rb ainsi qu’une
forte augmentation de 1’expression de la protéine p21 dans les cellules surexprimant la

tétrastatine [Thevenard, 2007].
IV-5/ Etude du récepteur potentiel

La plupart des domaines NC1 o(IV) exercent leur activité anti-tumorale et/ou anti-
angiogenique en se fixant sur des récepteurs membranaires de la famille des intégrines.
L’arresténe se fixe sur ’intégrine a;f3; des cellules endothéliales et inhibe la phosphorylation
de FAK conduisant a I’inactivation des voies Raf/Merk/Erk1/2/p38 MAPK aboutissant ainsi a
la formation de pseudotubes [Sudhakar et coll., 2005]. Plusieurs récepteurs ont été décrits
pour la canstatine, tous sont des intégrines : les intégrines a3, a1p1, et o5 [Magnon et coll.,
2005 ; Roth et coll., 2005]. La tumstatine interagit avec 1’intégrine o,f3 de maniére RGD-
indépendante et RGD-dépendante [Pasco et coll., 2000b; Maeshima et coll., 2001b ; Hamano
et Kalluri, 2005]. Le récepteur potentiel de la pentastatine-1, peptide dérivé du domaine NC1
a5(IV), est également une intégrine impliquant la sous-unité 1 [Koskimaki et coll., 2009],
tandis que le récepteur de I’hexastatine n’a pas encore été décrit.

Sur la base de ces données du laboratoire et de la bibliographie, nous avons émis
I’hypothese que le récepteur du domaine NC1 04(IV) pouvait étre une intégrine. L’interaction
d’une intégrine avec son ligand dépend des cations divalents, essentiellement Ca®* et Mg**

[Barczyk et coll., 2010]. L’adhésion des cellules UACC 903 sur un substratum de
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NC1 a4(IV) dépend des cations divalents Ca®* et Mg®*. Elle est totalement abolie par la
présence d’EDTA, chélateur de cations divalents. Ces premiers résultats confortent notre
hypothése.

De plus, nous avons étudié le r6le éventuel de I’intégrine a3 comme récepteur de la
tétrastatine. Pour cela, par cytométrie en flux, nous avons tout d’abord vérifié son expression
a la surface des cellules de mélanome UACC 903 ainsi que sur les autres lignées de
mélanome (A375, HT-144 et SK-Mel-28) utilisées au cours de cette thése. Nous avons ensuite
évalué par western-blot son taux d’expression par chacune de ces lignées. Toutes les lignées
cellulaires de mélanome testées expriment cette intégrine. La tétrastatine inhibe la
prolifération cellulaire de ces lignées de mélanome humain avec des intensités variables et il
existe une corrélation directe entre le taux d’expression de I’intégrine ayP3 et ’effet anti-
prolifératif observé. Plus le taux d’expression de 1’intégrine o3 est élevé, plus I’inhibition de
la prolifération est importante (Figure 70).

Les fibroblastes dermiques expriment 1’intégrine ayf3 plus faiblement que les cellules
de mélanome et leur prolifération n’est pas modifiée en présence de tétrastatine. Ces résultats
prouvent que I’inhibition de la prolifération par la tétrastatine ne s’exerce pas de fagon
exclusive sur les cellules UACC 903 mais également sur d’autres lignées de mélanome. De
plus, la tétrastatine semble inhiber de fagon spécifique les cellules tumorales sans affecter les

fibroblastes du stroma environnant.
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Figure 70 : Corrélation entre l’expression relative de la sous-unité d’intégrine [33 et
I’inhibition de la prolifération observée chez les fibroblastes, les cellules A375, SK-
Mel-28, HT-144 et UACC 903 apres 72h d’incubation en présence de tétrastatine
(20 pg/mL)
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Ces résultats sont a rapprocher d’études précédentes qui ont montré que des peptides
dérivés du domaine NC1 a3(IV) exerce un effet anti-prolifératif par leur liaison a 1’intégrine
avPBs dans différentes lignées de mélanome alors qu’aucun effet n’a ét€¢ montré sur la
prolifération de fibroblastes dermiques [Han et coll., 1997 ; Pasco et coll., 2000b].

Afin de confirmer I’hypothése proposant 1’intégrine ayf3 comme un récepteur de la
tétrastatine, I’adhésion des cellules UACC 903 sur un substratum de tétrastatine en présence
d’anticorps bloquant cette intégrine a été étudiée. L’adhésion est inhibée (- 38%) en présence
d’anticorps bloquant I’intégrine a3 ainsi qu’en présence d’anticorps bloquant la sous-unité
d’intégrine By (- 39%). Cet effet inhibiteur est additif lors de I’incubation en présence des
deux anticorps bloquants (- 62%). L’intégrine a,P3 est donc en partie responsable de
I’adhésion des cellules au substratum de tétrastatine. Une seconde intégrine de type PBi
pourrait aussi étre impliquée. L’étude de I’interaction par résonance plasmonique de surface
montre que le domaine NC1 a4(IV) se fixe sur I’intégrine o,f3 selon un modéle a deux états
réactionnels et une affinité modérée (Kp = 148,15 £ 9,54 nM). Nous avons également montré
que ce domaine NC1 04(IV) se fixe aussi sur I’intégrine as; toujours selon un modéle a deux
états mais avec une affinité moindre (Kp =425 nM).

Pour confirmer le réle de ces intégrines comme récepteurs de la tétrastatine a 1’origine
des effets biologiques observés, une étude fonctionnelle a été réalisée en présence d’anticorps
bloquant I’intégrine o,f3 et d’anticorps bloquant la sous-unité d’intégrine P;. L’anticorps
bloquant I’intégrine o,f3 reproduit 1’effet anti-prolifératif et anti-invasif de la tétrastatine.
L’intégrine oyB3 apparait comme un récepteur de la tétrastatine. En revanche, 1’anticorps anti-
B1 n’a pas d’effet sur la prolifération des cellules UACC 903. Méme si cette intégrine fixe la

tétrastatine, elle ne semble pas étre médiatrice de 1’activité biologique.

IV-6/ Détermination de la séquence active

L’activité anti-tumorale de la tumstatine réside dans une seéquence localisée dans la
partie C-terminale du domaine [Han et coll., 1997]. Afin d’étudier la(es) séquence(s) active(s)
du domaine NC1 a4(IV), nous avons émis I’hypothése que celle(s)-Ci pouvait(ent) se trouver
dans la partie C-terminale. Pour cela, des constructions et des transfections avec la partie C-
terminale de la tétrastatine ont été utilisées. La surexpression du domaine NC1 o4(IV)[180-
229] reproduit les effets anti-proliferatif et anti-invasif de la tétrastatine in vitro, confirmant
ainsi notre hypothese. In vivo, I’inhibition de la croissance tumorale n’est pas retrouvée.

Plusieurs hypothéses peuvent étre avancées : (i) la production du domaine NC1 o4(IV)[180-
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229] est trop faible pour exercer un effet in vivo; (ii) sa durée de vie est plus courte en raison
d’une dégradation plus rapide ; (iii) la séquence surexprimée ne contient qu’une partie de la
séquence active ou une seconde seéquence est impliquée.

Pour mieux cerner la(es) séquence(s) active(s), deux peptides synthétiques ont été
testés (Figure 71). Le premier, appelé AR-50, correspond a la séquence NC1 a4(IV)[167-216]
et comprend la sequence correspondant a la tétrastatine-3 (NC1 o4(IV)[167-185]),
précedemment decrite pour son activité anti-angiogénique in vitro [Karagiannis et Popel,
2007]. Ce peptide n’a induit aucune inhibition de la prolifération ou de I’invasion des cellules
UACC 903 in vitro. La séquence de ce peptide ne contient donc pas la séquence active ou la
totalité de la séquence responsable des effets anti-tumoraux de la tétrastatine. En revanche, le
second peptide, nommé CS-50, correspondant a la séquence [180-229] de la tétrastatine
inhibe la prolifération et ’invasion in vitro. Il semble donc qu’au moins une séquence active
de la tétrastatine se trouve dans la séquence [180-229] du domaine NC1 a4(IV).

Ces deux peptides étudiés ne different que par la séquence [216-229]:
KESQAQRQKISRCQVCVKYS. Cette séquence semble donc indispensable a 1’activité

biologique de la tétrastatine et des expériences sont en cours pour le démontrer.

NC1 a4(1V) [1-229]:

PGYLGGFLLVLHSQTDQEPTC.... ALMSPGSCLEDFRAAPFLECQGRQGTCHFFANKYSFWLTTVKADLQFSSAPAPDTLKESQAQRQKISRCQVCVKYS
AR-50

Tétrastatine-3

CS-50
KS-20

Figure 71 : Schéma représentant les séquences des différents peptides testés
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V/ Conclusions et perspectives

Au cours de ce travail, nous avons montré, dans un modele expérimental de mélanome
in vitro et in vivo, que la tétrastatine est une nouvelle matrikine a fort potentiel anti-tumoral.
Cet effet anti-tumoral résulte d’une inhibition de la prolifération et des propriétés invasives
des cellules de mélanome mais d’autres phénoménes semblent impliqués qui n’ont pu étre
élucidés.

In vitro, nous avons montré que ’effet anti-prolifératif de la tétrastatine s’exerce par
un ralentissement du cycle cellulaire en phase G1/S. Afin d’affiner le mécanisme anti-
prolifératif de la tétrastatine, 1’étude de I’expression des protéines régulatrices du cycle
cellulaire lors de I’incubation des cellules avec la tétrastatine sera nécessaire. La protéine
CKi-p16 inhibe la formation des complexes cycline D-cdk 4 et cycline D-cdk 6 capables de
phosphoryler la protéine Rb. En phase G1 tardive, la cycline E est nécessaire a la progression
des cellules en phase S puisque lors de son association avec la protéine cdk 2, ce complexe
conduit a I’hyperphosphorylation de Rb. L’hyperphosphorylation de la protéine Rb permet la
libération du facteur de transcription E,F indispensable pour 1’expression de la cycline A,
cycline permettant la progression du cycle durant la phase S [Cam et Dynlacht, 2003]. Il serait
intéressant d’étudier I’expression de ces protéines du cycle cellulaire lors de 1’incubation des
cellules UACC 903 avec la tétrastatine et notamment de la cycline E ainsi que du facteur de
transcription E,F, intervenant tous deux au niveau de la transition G1/S. Cette transition est
régulée par un point de contrdle suivant deux voies : une voie rapide, avec I’inactivation de
cdc 25 A, et une voie lente, via p53 qui active p21. Les protéines cdc 25 A et p21 sont
responsables de I’inhibition des complexes cyclines-cdk et donc du blocage du cycle
cellulaire [Bucher et Britten, 2008]. Le rdle de la tétrastatine sur 1’expression de ces protéines
reste a déterminer.

La tétrastatine induit également une inhibition importante des propriétés invasives des
cellules de mélanome UACC 903. Ces propriétés invasives ont été étudiées in vitro en modele
de chambres de Boyden modifiées. L’étude de la migration des cellules en modele de blessure
permettra de nous renseigner sur 1’effet de la tétrastatine sur les propriétés migratoires des
cellules UACC 903. Ainsi, les parameétres de migration tels que la vitesse ou encore la
trajectoire des cellules tumorales pourront étre étudiés. En effet, la migration de cellules
tumorales peut étre modifiee non seulement par une inhibition de la vitesse de migration des
cellules mais également par une perte de directionnalité des cellules, comme démontré avec le

domaine NC1 al(XIX) [Toubal et coll., 2010]. Nous avons montré que I’inhibition de
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I’invasion peut s’expliquer notamment par une perte de la MMP-14, colocalisée avec la
caveoline-1, au niveau du front de migration des cellules. Cette disparition de la MMP-14 au
niveau du front de migration pourrait s’expliquer par son endocytose, via les caveolae, au
niveau des radeaux lipidiques. Afin d’appuyer cette hypothése, la localisation de la MMP-14
pourrait étre étudiée en présence de filipine ou nystatine, capables d’inhiber I’endocytose
dépendante des caveolae [Rothberg et coll.,, 1992]. Afin de mieux comprendre son
implication, il serait intéressant de réaliser un marquage de la MMP-14 active afin d’observer
sa localisation au niveau du front de migration au cours de la migration dans un modele de
blessure ou encore de transfecter les cellules UACC 903 avec un plasmide permettant
I’expression de la forme active GFP-MMP-14 avant d’étudier leur migration par
vidéomicroscopie en présence de tétrastatine.

L’expression d’autres MMPs impliquées dans la croissance du mélanome comme par
exemple les MMP-3, MMP-15 et MMP-16 [Hofmann et coll., 2000] ou encore les MMP-1 et
MMP-13 [Airola et coll., 1999] pourrait également étre étudiée. L’implication potentielle
d’ADAMSs et d’ADAM-TSs n’a pas été envisagée. Or, leur implication dans la progression
tumorale n’est plus a démontrer : ADAM-9 promeut I’invasion de cellules de cancer du colon,
ADAM-15 est capable de stimuler la prolifération et la migration de cellules endothéliales
dans un modéle de mélanome, et ADAM-12 inhibe I’apoptose de cellules cancéreuses dans
un modele de cancer du sein [Duffy et coll., 2009]. Par ailleurs, le blocage d’ADAM-12
induit la formation d’invadopodes capables de degrader la matrice extracellulaire,
vraisemblablement via ’activit¢ de la MMP-14 présente au niveau de radeaux lipidiques
[Albechsten et coll., 2011].

In vivo, I’inhibition de la croissance tumorale peut étre en partie expliquée par une
inhibition des propriétés prolifératives mais €galement par une inhibition des propriétés
invasives des cellules tumorales. Nous avons montré in vitro que cet effet anti-invasif peut
s’expliquer notamment par une inhibition de I’activation de la MMP-14. Il serait intéressant
de vérifier cette inhibition in vivo a I’aide d’un marquage spécifique de la MMP-14 active sur
des coupes de tumeurs mais il n’existe pas d’anticorps spécifique de cette forme dans le
commerce. Pour remédier a ce probléme, il sera possible de réaliser un double marquage a
I’aide d’un anticorps spécifique de la forme proMMP-14 d’une part et d’un anticorps dirigé
contre les deux formes de la MMP-14 d’autre part. La forme active sera alors évaluée par la
difference entre le marquage de la MMP-14 totale et le marquage spécifique de la forme
proMMP-14.
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Les études menées au cours de ce travail nous permettent de n’expliquer qu’en partie
I’inhibition de la croissance tumorale observée in vivo. La composante inflammatoire,
potentiellement régulée par la tétrastatine, pourrait jouer un réle important dans cette
inhibition. En effet, les matrikines sont capables de réguler certaines cellules inflammatoires.
C’est le cas notamment de la séquence 185-203 de la tumstatine qui empéche 1’activation de
polynucléaires neutrophiles [Monboisse et coll., 1994]. Les macrophages associés aux
tumeurs jouent un role important dans la progression tumorale puisqu’ils sont capables de
produire des MMPs et des cytokines suite a leur stimulation par les cellules tumorales
[Ungefroren et coll., 2011]. Ainsi, il sera intéressant d’étudier I’effet potenticl de la
tétrastatine sur le chimiotactisme et 1’activation de polynucléaires neutrophiles ou encore sur
la production de MMPs et de cytokines par les macrophages.

Nous avons montré que 1’intégrine o,f3 est un récepteur de la tétrastatine. L’intégrine
ayPB3 est également exprimée a la surface des cellules endothéliales activées et la tumstatine,
par exemple, exerce son activité anti-angiogénique par sa liaison a cette intégrine [Maeshima
et coll., 2001b]. Or, la tétrastatine, contrairement aux autres domaines NC1 des chaines o du
collagéne 1V, a peu d’effet sur la néoangiogenése in vivo. Pour mieux comprendre son role
dans I’angiogeneése, 1’étude de la formation de pseudotubes par les cellules HUVECs in vitro
sera nécessaire. Une expérience préliminaire réalisée par incubation de cellules HUVECs
avec la tétrastatine a abouti a une inhibition de 35% de la formation de pseudotubes sur
Matrigel®. De plus, son influence sur I’angiogenése in vivo pourra également étre étudiée plus
précisément grace a différents modéles comme par exemple en modéle de matrigel plugs ou
encore en systeme DIVAA (Directed In Vivo Angiogenesis Assay) ou des implants contenant
un extrait mimant la membrane basale ainsi que I’effecteur sont injectés en sous cutané chez
la souris.

Parallelement a la néoangiogenese tumorale, la lymphangiogenese tumorale joue un
role tout aussi important dans la progression tumorale et notamment dans la dissémination
métastatique des mélanomes. Il sera intéressant de réaliser un marquage LYVE-1 spécifique
des vaisseaux lymphatiques par exemple afin d’étudier I’'impact de la tétrastatine sur la
lymphangiogenése [Tobler et Detmar, 2006].

La détermination de la séquence minimale active permettra par la suite de concevoir
des analogues structuraux susceptibles d’étre utilisés dans le traitement du mélanome. Ceux-Ci
pourront étre utilisés soit seuls, soit en combinaison avec d’autres traitements, permettant
d’augmenter leur efficacité. La tumstatine 45-132 couplé au TGF-o par exemple permet

d’inhiber d’un facteur 1,6 la formation de néovaisseaux dans un mode¢le de membrane
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chorioallantoidienne par rapport aux conditions non traitées ou traitées uniquement au TGF-a
[Yan et coll., 2010]. De méme la surexpression de la tumstatine associée a de faibles doses de
Gemcitabine, induit une inhibition accrue de la croissance tumorale et de 1’angiogenése dans
un modele murin de carcinome de colon et de carcinome pulmonaire de Lewis [Yao et coll.,
2005].
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Figure 72 : Schéma récapitulatif de I'action de la tétrastatine sur les cellules tumorales

Le mélanome est le cancer cutané le plus agressif. Aujourd’hui, le meilleur traitement
reste la chirurgie lorsque le mélanome est encore a un stade précoce. Les chimiothérapies,
radiothérapies et immunothérapies donnent pour le moment des résultats décevants avec un
taux de survie moyen compris entre 6 et 9 mois au stade clinique Ill. Les derniéres avancées
thérapeutiques prometteuses concernent essentiellement le ciblage des mutations les plus
courantes retrouvées dans le mélanome, en particulier, les thérapies ciblées contre la mutation
de BRAF, retrouvée dans plus de 50% des mélanomes. Parmi les inhibiteurs de BRAF muté,
le représentant principal est le Vemurafenib dirigé contre la mutation BRAF V600E. Ce
traitement prometteur a obtenu un taux de réponse des patients de 81% en phase | clinique,

puis de 52% en phase I1. Aujourd’hui, I’étude de ses effets a atteint le stade 111 [Eggermont et
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Robert, 2011]. Un traitement immunothérapique, I’Ipilimumab, consistant en un anticorps
monoclonal dirigé contre le récepteur de I’antigéne 4 des lymphocytes T cytotoxiques, semble
également prometteur. Le blocage de ce récepteur induit une augmentation de la réponse
immunitaire anti-tumorale via I’augmentation de 1’activation et de la prolifération de cellules
T. Ce traitement a obtenu des résultats prometteurs notamment en ce qui concerne la survie
des patients en phase I et 1l [Eggermont et Robert, 2011 ; Rivere et coll., 2011]. Cependant,
ces traitements présentent des effets secondaires importants comme par exemple une réaction
d’auto-immunité avec I’Ipilimumab, ou encore le développement d’un carcinome a cellules
squameuses cutanées d’un kératoacanthome apreés le traitement avec le Vemurafenib
[Eggermont et Robert, 2011 ; Rivere et coll., 2011].

Les matrikines dérivées des membranes basales inhibent la prolifération et 1’invasion
des cellules tumorales et/ou 1’angiogenése tumorale. Elles pourraient étre utilisées dans
plusieurs types de tumeurs contrairement aux thérapies ciblées difficilement transposables. La
conception d’analogues structuraux a partir des séquences actives peut permettre un ciblage
du site tumoral. L’inconvénient de ces peptides est qu’ils sont potentiellement facilement
dégradables, d’ou la nécessité d’une vectorisation et d’un mode d’administration adéquat. En
revanche, comme il s’agit d’inhibiteurs endogénes, il y a généralement trés peu d’effets
secondaires. De plus, la combinaison des traitements classiques de chimiothérapie avec ces
peptides peut permettre une optimisation de 1’effet anti-tumoral ou un abaissement des doses
de I’agent cytotoxique et donc une amélioration de la qualité de vie pendant la maladie des

patients avec des effets secondaires moindres.
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