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RÉSUMÉ :

La compréhension des mécanismes impliqués dans la formation des métastases est 
l’un des défis majeurs de la recherche sur le cancer. En effet, la formation de métastases est 
la cause principale de mortalité chez les patients atteints du cancer. L ’influence du 
microenvironnement tumoral fait partie intégrante de la recherche et plusieurs études 
démontrent qu’il joue un rôle primordial dans l’invasion des cellules tumorales.

L’une des caractéristiques du microenvironnement tumoral est l’hypoxie. Les 
cellules cancéreuses ont développé différentes stratégies afin de survivre dans ce 
microenvironnement. Des études récentes rapportent que des mécanismes post- 
transcriptionnels sont induits par l’hypoxie tels que le routage intracellulaire de molécules 
d ’adhésion, de protéases et l’activation de facteurs de croissance, et qu’ils influencent le 
phénotype métastatique des cellules cancéreuses.

L’étape importante dans l’initiation de la formation des métastases est la 
dégradation de la membrane basale de la tumeur et de la matrice extracellulaire. Les 
cellules cancéreuses ont développé des stratégies afin de faciliter leur migration dont l’une 
est la formation d ’invadopodes. Malgré plusieurs études sur la biogenèse et les fonctions de 
ces structures, peu de travaux ont été accomplis concernant l ’influence du 
microenvironnement tumoral hypoxique sur la formation et les fonctions des invadopodes.

Les travaux présentés dans cette thèse portent sur l’étude des mécanismes induits 
par l’hypoxie dans l’invasion des cellules cancéreuses. Dans le premier chapitre de la 
section résultats, nous démontrons que l’hypoxie induit une relocalisation stratégique de la 
furine, une convertase de pro-protéines, dans une boucle de recyclage en périphérie 
cellulaire. Nous démontrons que la redistribution de la furine favorise l’invasion cellulaire 
en condition hypoxique.

Dans le deuxième chapitre, nous avons étudié l ’impact de la relocalisation de la 
furine en hypoxie sur la maturation de substrats tumorigéniques. Nos résultats indiquent 
que l’hypoxie favorise la maturation du TGFfî par la furine dans des vésicules acides. Nous 
démontrons que la présence d’une histidine, sensible au pH, située au site de clivage du 
pro-TGFf} par la furine influence la capacité de cette dernière à cliver la pro-protéine.

Enfin, dans le dernier chapitre, nous démontrons que l’induction hypoxique de la 
formation des invadopodes est principalement causée par la signalisation dépendante de 
Smad3 du TGFjL Nous identifions la HDAC6 comme étant un régulateur de la signalisation 
du TGFP en hypoxie. La HDAC6 permettrait la libération de Smad3 du réseau de tubuline, 
et suite à la liaison du TGFp sécrété à son récepteur, permettrait la phosphorylation et la 
translocation nucléaire de Smad3 afin d ’induire ses gènes cibles.

L ’ensemble de ces travaux a permis d ’identifier des molécules clés impliquées dans 
la formation des invadopodes en condition hypoxique. Nos travaux ont contribué de 
manière substantielle à nos connaissances des mécanismes impliqués dans l’invasion 
cellulaire dans le microenvironnement hypoxique. Nos résultats permettront en outre 
l’identification de cibles thérapeutiques potentielles qui pourraient servir à inhiber 
l’invasion cellulaire et la formation de métastases.

Mots clés : furine, HDAC6, hypoxie, invadopode, invasion, Smad3, TGF(3.
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INTRODUCTION  

Le cancer et les métastases

La tumorigenèse est un processus impliquant une acquisition séquentielle 

d ’altérations génétiques, épigénétiques et somatiques qui résultent en une instabilité du 

génome causée par des défauts dans le cycle cellulaire (Hanahan and Weinberg, 2000). Ces 

altérations permettent aux cellules cancéreuses d ’acquérir des attributs différents des 

cellules normales. Ces attributs ont été classés en sept caractéristiques typiques des cellules 

cancéreuses. Premièrement, les cellules cancéreuses affichent une autosuffisance en 

signaux de croissance, par exemple par une activation constitutive de l’oncogène K-Ras, et 

sont également insensibles aux signaux antiprolifératifs, par exemple en perdant 

l’expression du suppresseur de tumeur p53. De plus, on note également une expression des 

télomérases, ce qui permet aux cellules cancéreuses de croitre de façon indépendante de 

leur environnement. En plus d’avoir une croissance illimitée, les cellules cancéreuses 

échappent à l’apoptose, par exemple en produisant des facteurs de survie tel que F IG F-1, ce 

qui accentue leur pouvoir de prolifération. De plus, elles induisent une angiogenèse 

soutenue par la production de facteurs pro-angiogéniques tels que le VEGF. Les cellules 

cancéreuses d ’origines épithéliales adoptent également un caractère invasif en inactivant 

par exemple la E-cadhérine, et induisent la transition épithéliale-mésenchymale (EMT) 

(discutée plus loin) permettant ainsi aux cellules tumorales de perdre leurs interactions 

cellule-cellule et de migrer vers des nouveaux sites tissulaires. Finalement, le 

microenvironnement tumoral permet l’évasion du système immunitaire. Par exemple, les 

macrophages associés à la tumeur (TAMs) sont enrichis dans les tumeurs hypoxiques et 

facilitent l’angiogenèse, la migration des cellules tumorales et exercent des effets 

immunosuppresseurs (Condeelis and Pollard, 2006; Kroemer and Pouyssegur, 2008) 

(Figure 1).
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Figure (Intro) I: Les sept caractéristiques typiques des cellules cancéreuses

Schématisation des capacités acquises des cellules cancéreuses. 1- autosuffisance en 
signaux de croissance, 2- évasion de l’apoptose, 3- insensibilité aux signaux 
antiprolifératifs, 4- angiogenèse soutenue, 5- capacité illimitée de croissance, 6- invasion 
des tissus et métastases, 7- évasion du système immunitaire. Tirée de (Kroemer and 
Pouyssegur, 2008).

La croissance illimitée des cellules cancéreuses donne naissance à une tumeur primaire 

au site initial de conversion d’une cellule normale en cellule cancéreuse. Lorsque les 

cellules cancéreuses demeurent au site initial de la tumeur, le cancer est de moindre 

importance clinique (carcinome in situ). Malheureusement, les cellules tumorales ne restent 

pas toujours au site primaire mais migrent par l’intermédiaire de deux mécanismes. Ces 

mécanismes impliquent l ’invasion, ou le mouvement des cellules dans un site tissulaire 

environnant, et la formation de métastases, c ’est-à-dire la propagation des cellules à des 

sites distants, soit par les vaisseaux sanguins ou le système lymphatique. Le processus de la 

formation de métastases a été décrit comme une séquence d ’étapes, souvent appelée la 

cascade d’invasion-métastase (Fidler, 2003; Talmadge and Fidler, 2010). Cette cascade 

comprend six étapes fondamentales :
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1. Invasion locale de la membrane basale;

2. Intravasation des cellules tumorales dans les vaisseaux sanguins ou lymphatiques;

3. Transit des cellules tumorales dans le système lymphatique ou sanguin;

4. Extravasation des cellules tumorales de la lumière des vaisseaux sanguins vers le 

parenchyme des tissus distants;

5. Formation de petits nodules de cellules tumorales (micrométastases);

6. Croissance des micrométastases en tumeurs macroscopiques (colonisation).

Figure (Intro) 2: Schématisation de la cascade invasion-métastase

Le processus de formation de métastases est séparé en six séquences d ’événements. 1- 
Invasion locale de la membrane basale, 2- Intravasation des cellules tumorales dans les 
vaisseaux sanguins et lymphatiques, 3- Transit des cellules tumorales dans le système 
lymphatique ou sanguin, 4- Extravasion des cellules tumorales des vaisseaux 
sanguins/lymphatiques vers les tissus distants, 5- Formation de petits nodules de cellules 
tumorales, 6- Croissance des micrométastases en tumeurs macroscopiques.

Le développement de métastases dans des organes distants ou dans les ganglions 

lymphatiques a un impact important sur le pronostique des patients porteurs des tumeurs 

solides. Dans la plupart des cas, la croissance métastatique représente la plaque tournante à 

une maladie systémique incurable. En effet, l ’invasion et la formation de métastases sont 

les causes majeures de morbidité et de mortalité dues au cancer (Sporn, 1996). En tant que 

processus hautement régulé, la formation de métastases suit un patron distinct et unique à
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chaque type de cancer. Ainsi, la formation de métastases et les stratégies afin de la prévenir 

sont d ’un intérêt fondamental dans la biologie du cancer.

Durant la dernière décennie, la biologie du cancer est passée d'un point de vue 

réductionniste qui tente d ’élucider les différents mécanismes cellulaires impliqués dans la 

progression tumorale à un système complexe où le microenvironnement tumoral, c'est-à- 

dire l ’environnement de la tumeur qui inclut la matrice extracellulaire (ECM), le système 

immunitaire et les cellules stromales environnantes, a une influence majeure sur la 

tumorigenèse.

Microenvironnement tumoral et hypoxie

Le microenvironnement tumoral est maintenant considéré comme étant un facteur 

critique dans la progression tumorale et la formation de métastases (Hanahan and 

Weinberg, 2000; Roskelley and Bissell, 2002). Parmi les différents facteurs 

environnementaux de la tumeur, l ’une des différences fondamentales entre les tissus 

normaux et tumoraux est la vascularisation. Lorsqu’une tumeur solide croît, le ratio de 

cellules en prolifération surpasse la capacité des vaisseaux sanguins à apporter les 

nutriments, les facteurs de croissance et de l’oxygène (Brown and Giaccia, 1998). Ainsi, les 

tumeurs solides sont caractérisées par une faible tension en oxygène, c ’est-à-dire l’hypoxie. 

Parce que la vascularisation tumorale est souvent déficiente et la demande en oxygène des 

cellules cancéreuses est grande, une majorité des tumeurs solides contiennent des régions 

hypoxiques (Hockel et al., 1991). Il est connu et accepté que I’hypoxie est un des stress les 

plus répandus et une caractéristique commune des tumeurs solides. Plusieurs études ont 

démontré le rôle important et complexe de I’hypoxie à réguler chacune des caractéristiques 

typiques du cancer. Dans un microenvironnement hypoxique, les cellules cancéreuses 

développent des mécanismes adaptatifs qui vont leur permettre de survivre à cet 

environnement. Tous ces événements sont influencés directement ou indirectement par 

I’hypoxie et le facteur de transcription HIF-1 (discuté plus loin) (Tableau 1).



16

Tableau 1: Influence de I'hypoxie et de HIF sur les caractéristiques typiques du 
cancer

Caractéristiques typiques Exemples de mécanismes Références

Autosuffisance en signaux 

de croissance

Augmentation de l’expression :

EGF

Insuline

IGF-2

PDGF

(Maxwell et al., 

2001; Powis 

and Kirkpatrick, 

2004)

Insensibilité aux signaux 

antiprolifératifs

Mutation ou expression à la baisse de 

PTEN : inhibition de la voie PI3K/Akt

(Harris, 2002; 

Zundel et al., 

2000)
*
Evasion de l’apoptose Augmentation de l’expression de 

molécules anti-apoptotiques :

IAP-2

MDM2

(Schmid et al., 

2004; Zhang 

and Hill, 2004)

Capacité illimitée de 

croissance

Activation de la voie MAPK : 

Augmentation de l’activité des 

télomérases (hTERT)

(Seimiya et al., 

1999)

Angiogenèse soutenue Expression à la hausse de molécules pro-

angiogéniques : VEGF

Ang-2

(Laderoute et 

al., 2000; 

Maisonpierre et 

al., 1997; 

Pouyssegur et 

al„ 2006)

Invasion des tissus et 

formation de métastases

Induction de l’EMT :

Baisse de l’expression de E-cadhérine, 

Augmentation de l’expression de LOX

(Erler et al., 

2006; Imai et 

al., 2003; 

Krishnamachary 

et al., 2003; 

Yang et al., 

2008a)
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Ainsi, des études ont démontré que le microenvironnement hypoxique des tumeurs 

est un déterminant majeur de la dissémination des cellules tumorales. De ce fait, plusieurs 

études démontrent l’importance du facteur de transcription HIF-1 en tant que régulateur 

critique de la formation de métastases, où les cellules hypoxiques sont plus agressives et 

tolérantes aux thérapies anti-cancer (Chang et al., 2006; Krishnamachary et al., 2003; Liao 

et al., 2007).

Régulation génique en hypoxie

La réponse cellulaire en hypoxie est un processus complexe. Plusieurs réponses 

cellulaires sont orchestrées de façon transcriptionnelle par les facteurs de transcription 

inductibles en hypoxie (HIFs). Ces facteurs de transcription sont des hétérodimères 

composés de sous-unité a  et (3 et sont membres de la famille des protéines hélice-boucle- 

hélice (bHLH) (Wang et al., 1995). H IF-1(3 n’est pas sensible à l ’oxygène, mais il est 

nécessaire à la formation et aux fonctions du complexe HIF. Une fois formé, l’hétérodimère 

H IF-1 a/(3 se lie au promoteur de ses gènes cibles. La liaison de HIF aux éléments de 

réponse à I’hypoxie (régions HRE) de ses promoteurs résulte en général en une régulation à 

la hausse de la transcription des gènes entrainant de multiples réponses adaptatives de la 

cellule (Figure 3).
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Figure (Intro) 3. Mécanismes de régulation du facteur de transcription HIF-1

A) En normoxie, H IF -la  est hydroxylé par les prolines hydroxylases (PHD1, 2 et 3) en 
présence de O2, Fe2+, 2-oxoglutarate (2-OG) et F ascorbate. H IF - la  hydroxylé est reconnu 
par le pVHL (le produit du gène suppresseur de tumeur von Hippel-Lindau) lequel, avec un 
complexe d ’ubiquitine-ligase, étiquette H IF -la  avec la polyubiquitine. Ceci permet la 
reconnaissance par le protéasome et mène à sa dégradation. B) En réponse à I’hypoxie, 
l ’hydroxylation des pralines est inhibée. VHL n’est pas capable de lier et cibler H IF -la  
pour la dégradation, ce qui mène à l ’accumulation de H IF -la  et à sa translocation au 
noyau. H IF -la  dimérise avec H IF-ip , lie les régions HRE au promoteur des gènes cibles et 
recrute les co-activateurs de la transcription tel p300/CBP pour une activité 
transcriptionnelle complète. Une multitude de fonctions cellulaires sont régulées par les 
gènes cibles. Tirée de (Expert Reviews in Molecular Medicine 2005).

Les différents gènes ciblés par le facteur de transcription HIF-1 influencent 

différents mécanismes qui permettent à la cellule cancéreuse de s ’adapter à son 

microenvironnement hypoxique. Par exemple, une transition de son métabolisme, la 

régulation du pH, le transport de l’oxygène et l’angiogenèse (Tableau 2).
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Tableau 1. Adaptations cellulaires en condition hypoxique régulées par HIF

Adaptation

cellulaire

Conséquences Exemples de protéines Références

Métabolisme Métabolisme

glycolytique

Transporteurs de glucose (GLUT 1-3) 

Hexokinases 1-2 

Phosphoglycerate kinase 1 

Déhydrogénase lactique-1

(Sem enza. 2001 )

Régulation du 

pH

Acidification du 

microenvironnement

NHE1-6

MCT

Anhydrase carbonique

(Ullah et al.. 2006; 

W ykoff et al., 2000)

Transport de 

l’0 2

Production de 

globules rouges

EPO

Transferrine

Récepteur de la transferrine 

Hepcidine

(Haase. 2010; 

M ukhopadhyay et 

al., 2000;

Peyssonnaux et al., 

2008; Semenza. 

2001)

Angiogenèse Remodelage et 

formation de 

nouveaux vaisseaux 

sanguins

VEGF

VEGF-R

MMP2

MMP9

PDGF

(Forsythe et al., 

1996; Gerber et al.. 

1997; Rankin and 

G iaccia, 2008)

Influence de I’hypoxie indépendante de l’HIF-1 dans l ’invasion cellulaire

Comme nous avons pu le constater, la grande majorité des études des dernières 

décennies sur le rôle de I’hypoxie dans la tumorigenèse portait sur la régulation génique de 

protéines impliquées dans la transformation néoplasique et l’invasion cellulaire via le 

facteur de transcription HIF-1. Récemment, plusieurs évidences supportent un rôle 

indépendant de la transcription génique dans les mécanismes induits par le 

microenvironnement hypoxique. En effet, plusieurs études démontrent que I’hypoxie 

influence l’invasion des cellules cancéreuses de façon indépendante de HIF-1. À titre 

d ’exemples, des événements de routage intracellulaire et de relocalisation membranaire de 

protéines sont induits en hypoxie, ce qui augmente le potentiel invasif des cellules
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tumorales. Ainsi, il a été démontré que l’intégrine a6 p 4  est relocalisée des régions 

périnucléaires vers la membrane plasmique par l’intermédiaire de vésicules Rabl 1 (Yoon et 

al., 2005). Une autre étude a révélé que I’hypoxie augmente la localisation membranaire de 

l’intégrine aV p3 et l'invasion de cellules de mélanomes (Cowden Dahl et al., 2005). De 

plus, une étude de protéomique a démontré un enrichissement des protéines de routage 

intracellulaire dans les tissus d ’hippocampe soumis à I’hypoxie (Van Elzen et al., 2010). 

Globalement, ces études indiquent que le microenvironnement hypoxique peut influencer 

l’invasion cellulaire en altérant le transport intracellulaire de protéines.

Invasion cellulaire et structures invasives

Afin de coloniser de nouveaux tissus et ainsi mener à la formation de métastases, les 

cellules cancéreuses doivent migrer de la tumeur primaire vers les sites secondaires. Deux 

types de transformation induisent des changements cellulaires morphologiques et 

permettent à la cellule tumorale de migrer. Premièrement, la transition épithéliale-améboïde 

(EAT) promeut la dissémination des cellules cancéreuses par la rupture des contacts 

cellule-cellule et en modulant les interactions cellule-ECM. Ce mode de locomotion dépend 

du bourgeonnement dynamique de cellules arrondies qui propulse la cellule à travers 

l’ECM. Celui-ci est privilégié lorsque la densité de l’ECM est faible et est indépendant de 

la production de métalloprotéases. Par contre, il a été proposé que les étapes initiales de la 

formation de métastases, c’est-à-dire la dégradation de la membrane basale et de l’ECM, 

impliquent la transition de type épithéliale-mésenchymale (EMT) (Polyak and Weinberg, 

2009; Yang et al., 2004). L’EMT est un processus à plusieurs étapes dans lequel la cellule 

polarisée et adhésive est convertie en une cellule non-polarisée. Au cours de ce processus, il 

y a perturbation des adhésions intercellulaires et perte de la polarité apico-basale, une 

réorganisation du cytosquelette et dégradation de la membrane basale. De façon 

intéressante, I’hypoxie et la surexpression de H IF - la  sont capables de promouvoir l’EMT 

et le phénotype métastatique (Krishnamachary et al., 2006; Peinado et al., 2007; Yang et 

al., 2008a).

Afin de former des métastases, les cellules cancéreuses doivent dégrader l’ECM, 

migrer dans les tissus environnants, transmigrer dans les vaisseaux sanguins ou
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lymphatiques afin de coloniser de nouveaux tissus. La migration cellulaire requiert un 

mouvement soutenu de la membrane plasmique vers l’avant. La cellule est capable de 

former quatre types de protrusions membranaires différentes qui permettent la migration 

cellulaire: les lamellipodes, les filipodes, les bourgeonnements membranaires, et les 

invadopodes/podosomes. Chacune de ces structures a une morphologie propre et des 

fonctions distinctes. Par exemple, les lamellipodes sont capables de se prolonger sur de

longues distances et poussent la cellule à travers les tissus (Friedl and Gilmour, 2009). Les

filopodes sont des extensions qui explorent l ’environnement de la cellule et qui sont 

particulièrement importants dans la croissance neuronale et l ’angiogenèse de vaisseaux 

sanguins (Eilken and Adams, 2010; Gupton and Gertler, 2007). Le bourgeonnement

cellulaire a été décrit comme étant un mécanisme qui induit la migration cellulaire

directionnelle durant le développement (Charras and Paluch, 2008). Finalement, les 

invadopodes sont des protrusions membranaires qui permettent la dégradation localisée de 

l’ECM (Buccione et al., 2009). Il est important de constater que ces différents types de 

structures peuvent coexister dans la cellule pour permettre la migration cellulaire.

Les invadopodes 

Historique des invadopodes

C ’est en 1980 que David-Pfeuty et Singer ont démontré que la transformation de 

fibroblastes d ’embryons de poulet avec le virus du sarcome de Rous (RSV), qui contient 

l’oncogène v-Src, causait la relocalisation de la vinculine et l’a-actinine, des protéines du 

cytosquelette, aux points d ’adhésion focaux (points de contact entre la cellule et l’ECM) 

pour former des agrégats circulaires qu’ils ont appelés rosettes (David-Pfeuty and Singer, 

1980). Quelques années plus tard, soit en 1985, Tarone, Marchisio et ses collègues ont 

démontré que ces protéines se localisaient dans des protrusions de la membrane 

basolatérale et qu’elles contenaient de l’actine et des protéines phosphorylées sur des 

résidus tyrosine (Tarone et al., 1985). Ils ont considéré ces structures comme étant des 

pieds cellulaires et les ont appelées podosomes. Durant la même année, Chen, Parsons et 

leurs collègues ont observé que la tyrosine kinase v-Src se localisait aux points d ’adhésion 

focaux et que ces structures dégradaient l ’ECM aux points de contact cellule-ECM (Chen et
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al., 1985). Ce n’est qu’en 1989 que Chen démontra que ces structures enrichies en v-Src 

étaient des podosomes (Chen, 1989). De par ces capacités d ’adhésion et de dégradation, il a 

nommé ces structures les invadopodes. Les recherches subséquentes ont démontré que les 

invadopodes pouvaient également se retrouver dans des lignées de cellules cancéreuses 

humaines. Pendant ce temps, Marchisio et ses collègues ont démontré que les ostéoclastes 

en culture pouvaient former des podosomes (Zambonin-Zallone et al., 1988). Les 

podosomes ont maintenant été mis en évidence dans différents types cellulaires incluant les 

macrophages, les cellules dendritiques, les cellules endothéliales et les cellules musculaires 

lisses (Gimona et al., 2008). Étant donné que les termes podosome et invadopode ont été 

utilisés pour décrire la même structure dans les mêmes cellules, il y eut confusion au sujet 

de leur nomenclature. Aujourd’hui, le terme podosome est utilisé lorsque ces structures se 

retrouvent sur des cellules dites normales et le terme invadopode est réservé pour les 

cellules cancéreuses et les cellules transformées avec l’oncogène Src. Tel qu’illustré au 

tableau 3, les podosomes et les invadopodes partagent plusieurs similitudes dans leur 

composition mais se distinguent au niveau de leur morphologie et du type cellulaire qui les 

expriment. Plus récemment, le terme invadosome a été introduit pour décrire toutes les 

structures impliquées dans la dégradation de l’ECM.
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Tableau 2. Similarités et différences entre les podosomes et les invadopodes

PODOSOMES INVADOPODES

SIMILARITES Apparence

Localisation

Composition

Ponctuation d ’actine 

Contact cellule-ECM 

Cortactine, N-WASP, Arp2/3, pY

DIFFERENCES Nombre

Taille

Durée de vie 

Dégradation

20-100/cellule 

Max. lpm  x 0.4um 

2-12 min 

+

1-10/cellule 

Max. 8fim x 5|im 

1 heure 

+++

TYPES CELLULAIR ES Ostéoclastes

Monocytes

Cellules

endothéliales

Muscles lisses

Cellules

transformées-Src

Cellules cancéreuses 

Cellules

transformées-Src

Adapté de (Linder, 2007)

Définition et fonctions des invadopodes

Les invadopodes ont été initialement définis comme des protrusions stables riches 

en actine émanant de la surface ventrale des cellules tumorales invasives (Kelly et al., 

1994) et dégradant de façon focalisée l’ECM. Ainsi, les invadopodes permettent à la cellule 

de coordonner la dégradation de l’ECM avec la motilité cellulaire afin de favoriser la 

migration dans les tissus environnants. Ils sont particulièrement efficaces lorsque la cellule 

cancéreuse traverse la membrane basale de la tumeur (Schoumacher et al., 2011). 

L’importance de la formation des invadopodes dans l’invasion cellulaire a été mise en 

évidence par le fait que la présence d ’invadopodes corrèle avec la capacité des cellules 

cancéreuse à envahir les tissus et à former des métastases (Hwang et al., 2012).
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Structure des invadopodes

Les études initiales de microscopie électronique suggèrent que les invadopodes sont 

de minces protrusions de la membrane plasmique qui s ’intégrent dans l’ECM (Bowden et 

al., 1999). Plus tard, des techniques de microscopie confocale ont démontré que les 

invadopodes provenaient d ’invaginations profondes de la membrane cellulaire ventrale 

d ’environ 8 |im  de largeur et 2 jim de profondeur (Baldassarre et al., 2003). De ces 

invaginations, plusieurs protrusions d ’environ 50 nm sont formées et celles-ci pénètrent 

parfois l’ECM. Récemment, des études de microscopie optique diffractive tomographique 

ont démontré que l’invadopode est très rapproché du corps cellulaire, et qu’il y a 

polarisation et juxtaposition du système du Golgi et du système de sécrétion, suggérant une 

relation entre l ’activité protéolytique de l’invadopode et le transport de protéines 

membranaires (Baldassarre et al., 2006) (discuté plus loin).

Figure (Intro) 4. Structure des invadopodes

Figure 4 : Structure des invadopodes. Le panneau supérieur représente une cellule 
marquée à la phalloïdine et analysée par microscopie à fluorescence. On peut y observer 
dans l’encadré une focalisation riche en actine qui représente l’invadopode. Les deux 
sections inférieures représentent une analyse par microscopie électronique démontrant des 
invadopodes individuels qui se prolongent de la surface ventrale de la cellule. Les têtes de 
flèche représentent le Golgi et les flèches pleines représentent les invadopodes. Tirée de 
(Buccione et al., 2009).



25

Biogenèse et composition de l’invadopode

Plusieurs études ont démontré que l’activation de la kinase Src était suffisante pour 

induire la formation des invadopodes (Brandt et al., 2002; Chen et al., 1985; Chen et al., 

1984; Spinardi et al., 2004). Src est une kinase cytoplasmique qui est activée suite à des 

signaux d’adhésion ou à la liaison de facteurs de croissance à leurs récepteurs. Par contre, il 

est maintenant bien accepté que le mécanisme principal qui initie la formation des 

invadopodes est l’engagement des intégrines à la surface cellulaire par les composantes de 

l’ECM (Mueller et al., 1999; Nakahara et al., 1998; Nakahara et al., 1996). Par exemple, 

l’activation de l’intégrine a l (33 promeut la phosphorylation dépendante de Src et de 

pl90RhoGap qui affecte le cytosquelette d’actine par l’entremise de Rho GTPases. Ainsi, il 

y a formation de la protrusion membranaire et formation de l’invadopode par une 

relocalisation stratégique du cytosquelette d ’actine. Plus récemment, les caractéristiques de 

la matrice extracellulaire ont été reconnues comme étant primordiales pour l’initiation de 

la formation de l’invadopode. Des travaux de W eaver et ses collègues ont démontré que la 

rigidité de la matrice extracellulaire influençait la formation et les fonctions de dégradation 

des invadopodes (Alexander et al., 2008; Parekh et al., 2011; Parekh and Weaver, 2009). Ils 

ont démontré que la protéine pl30cas, un mécanosenseur, permettait de sonder la rigidité 

de la matrice. Ainsi, une matrice dense entraîne un changement conformationel de pl30cas 

et permet l’activation de la protéine Src et de la voie de signalisation subséquente, menant 

à la formation de l’invadopode (Alexander et al., 2008). La rigidité de la matrice 

influencerait donc le type de migration que la cellule emprunte, tel que décrit 

précédemment. Une matrice dense favoriserait une migration de type EMT, donc via 

l’intermédiaire de la formation d’invadopodes, et une matrice moins dense favoriserait la 

migration de type améboïde. Plusieurs protéines associées à Src se localisent aux sites 

d’invadopodes et sont impliquées dans leur formation. On peut citer à titre d’exemples, les 

protéines régulatrices et structurales du cytosquelette telles que Tks5/FISH, ASAP1, 

AMAP-1, N-WASP, la dynamine-2 et la cortactine (Bowden et al., 1999; Frame et al., 

2002; Mizutani et al., 2002; Onodera et al., 2005; Seals et al., 2005; Yamaguchi et al., 

2005).

La cortactine a initialement été identifiée comme un substrat de la kinase Src qui 

agit en tant que régulateur de l’assemblage de l’actine. Elle se lie au complexe Arp2/3, un
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nucléateur qui permet la polymérisation des filaments d ’actine dans la cellule (Goley and 

Welch, 2006). De ce fait, la cortactine est une composante critique des invadopodes et est 

essentielle pour l’invasion de la matrice (Bryce et al., 2005; Rothschild et al., 2006; 

Weaver, 2006).

Les fonctions de dégradation de l'invadopode sont assurées par une vaste gamme de 

protéases. Les protéases membranaires associées aux invadopodes comprennent la MT1- 

MMP, la séprase, la dipeptidyl depeptidase IV et les métalloprotéases de la famille ADAM. 

Des protéases sont également sécrétées et activées aux sites d ’invadopodes, telles que la 

MMP2 et la MMP9. La MT1-MMP et la séprase ciblent les macromolécules de l’ECM 

telles que le collagène, la fibronectine et les laminines (Monsky et al., 1994; Nakahara et 

al., 1997).

Tableau 3. Protéines impliquées dans les fonctions et la formation des invadopodes

Catégorie Protéines Références

Protéases M M P2 (Chen and Wang, 1999;

M M P9 M onsky et al., 1993; M onsky et

M M P13 al.. 1994; Vishnubhotla et al..

M T1-M M P 2007)

Protéines du cytosquelette et F-actine (Bowden et al., 1999; Garcia et

protéines régulatrices Arp2/3

N -W ASP

Cortactine

Rac

Cdc42

W IP

Cofiline

al., 2012; Nakahara et al., 2003: 

Yamaguchi et al., 2005)

Kinases/protéines Src (Chen, 1989; Hauck et al.,

d’échafaudage FAK

p 130cas

2002)

Intégrines a 5 (il (M ueller and Chen. 1991:

a6(3l Mueller et al., 1992: Takkunen

« 2  (il et al., 2010)

0(3(31

ocV[33

ocVP5
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Figure (Intro) 5. Schématisation de la structure et des composantes des invadopodes

Les invadopodes sont des protrusions riches en actine qui émanent de la surface ventrale de 
la cellule. La formation de l’invadopode est initiée par l’engagement des intégrines par 
l ’ECM et une activation des protéines kinases telles que Src et FAK. L’activation 
subséquente de Rho GTPases mène à la formation du complexe de nucléation de l’actine 
coordonnée par la cortactine et la synthèse de nouveaux filaments d ’actine qui poussent la 
membrane cellulaire dans l’ECM. La biosynthèse et la sécrétion focalisée de 
métalloprotéases de la matrice aux sites de formation de l’invadopode assurent ses 
fonctions de dégradation de l’ECM.

Routage membranaire dans la formation des invadopodes

Étant donné la nécessité de rassembler plusieurs protéines aux sites de dégradation, 

l’initiation et la formation des invadopodes nécessitent le recrutement rapide et précis des 

composantes structurelles et des régulateurs de l’invadopode. Par exemple, les intégrines 

peuvent jouer un rôle de support pour recruter des métalloprotéases de la matrice aux sites 

d’invadopodes afin d ’assurer les fonctions immédiates de dégradation (Baciu et al., 2003; 

Galvez et al., 2002). Malgré tout, un rôle important de la voie de sécrétion assure le 

prolongement et la continuation de la dégradation de l’ECM aux sites d ’invadopodes.
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Celle-ci nécessite un transport actif des protéases du Golgi vers les sites de dégradation de 

l’ECM. Certaines évidences supportent le rôle du transport actif dans la formation de 

l ’invadopode. Premièrement, le complexe du Golgi est souvent à proximité et orienté vers 

les invadopodes (Baldassarre et al., 2003). De plus, la progression de la dégradation de 

l’ECM par l’invadopode est bloquée de façon efficace par la Brefeldine A, un inhibiteur 

intracellulaire de la voie de sécrétion (Fujiwara et al., 1988). Finalement, la cortactine, une 

protéine essentielle à la formation de l’invadopode, promeut la sécrétion de la MMP2 et 

MMP9 et le routage focalisé de la MT1-MMP aux sites de dégradation de l’invadopode 

(Clark et al., 2007). Ainsi, la coordination de plusieurs événements dans la voie de 

sécrétion assure la formation et les fonctions de dégradation de l’invadopode.

Clathrin
lamellipodia

Recycling
Endosome

To laie endosome a n c P ^  
lysosome for degradation

E x trace llu lar Matrix

Figure (Intro) 6. Le routage intracellulaire et la formation des invadopodes

Modèle hypothétique de l’implication de la voie de biosynthèse/sécrétion et des voies de 
recyclage dans la formation des invadopodes. La MT1-MMP est synthétisée dans le 
réticulum endoplasmique et clivée par la furine dans le réseau du trans-Golgi (TGN) avant 
d’être transportée à la membrane plasmique. Suivant l ’adhésion à l’ECM et l’activation des 
intégrines, l ’invadopode est formé. La sécrétion polarisée de la MT1-MMP des 
compartiments du Golgi ou des endosomes de recyclage vers les exosomes la dirige aux 
sites d ’invadopodes et assure la protéolyse ciblée de l’ECM. La voie 
d ’endocytose/exocytose est essentielle à la livraison ciblée de la M T1-M M P aux sites 
d ’invadopodes en réponse à divers stimuli tels que l’EGFR et le HGF. Ces facteurs sont des 
inducteurs de la formation de structures de migration et de protéolyse péricellulaire. Tirée 
de (Frittoli et al., 2011).
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Facteurs initiant la formation des invadopodes

Tel que décrit précédemment, l'activation des intégrines avec l’interaction de 

l’ECM ainsi que l’activation de la protéine mécano-sensible pl30cas, permettent l ’initiation 

de la signalisation menant à la formation des invadopodes. Par contre, plusieurs facteurs 

environnementaux peuvent également induire et influencer la formation des invadopodes. 

Différentes études démontrent l’importance de facteurs exogènes tels que des cytokines et 

des facteurs de croissance. D’autres facteurs environnementaux sont également capables 

d ’initier la formation des invadopodes. Récemment, il a été observé que certaines 

caractéristiques du microenvironnement tumoral telle que l ’hypoxie et le pH entraînent 

l’activation de diverses voies de signalisation résultant en la formation d ’invadopodes 

(Tableau 5).

Tableau 4. Facteurs initiant la formation des invadopodes

Catégorie Exemples Références

Facteurs exogènes TGF(3 (H arper el al.. 

2010: K im ura el

HGF al.. 2010; Lucas

EGF el al,. 2010: 

M andai et al..

Autotaxine 2008; Rottiers el

VEGF al.. 2009)

Facteurs Contact cellule-ECM : Activation de l’intégrine |3l (Busco et al.. 

2010: D estaing et
environnementaux Hypoxie : Activation de NHE-1, production de ROS al . 2010; D iaz et

EMT : induction de TW IST al.. 2009: Fickert 

et al.. 2011;

pH extracellulaire acide Lucien et al.. 

2011 ; N akahara 

et al.. 1998)

Ainsi, la compréhension des mécanismes biologiques qui régulent la formation et 

les fonctions des invadopodes fait l’objet de plusieurs études. Quelques études récentes 

tentent d ’établir un lien entre le microenvironnement tumoral et la formation des 

invadopodes (Busco et al., 2010; Lucien et al., 2011; Md Hashim et al., 2013), mais des 

recherches supplémentaires seront nécessaires afin de caractériser les mécanismes régissant 

l’interaction entre le microenvironnement de la tumeur et la formation des invadopodes.
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Malgré le rôle établi de l’invadopode dans la dégradation de la matrice extracellulaire, 

plusieurs études seront nécessaires afin de mieux caractériser ces structures et établir des 

cibles thérapeutiques potentielles. Jusqu’à ce jour, la grande majorité des études ont été 

effectuées dans des modèles in vitro et l’implication de ces structures in vivo reste à être 

démontrée.

Les convertases de pro-protéines

La biogenèse de l’invadopode et l’invasion cellulaire nécessitent le recrutement de 

protéines à des sites localisés et celles-ci doivent être activées afin d ’assurer les fonctions 

de dégradation de l’ECM. Une fois synthétisées, certaines de ces protéines doivent subir un 

clivage protéolytique dans la voie de sécrétion afin d’être biochimiquement actives et 

distribuées dans leurs compartiments cellulaires respectifs.

De façon générale, les protéines sécrétées telles que les hormones, les enzymes et 

les récepteurs, constituent un groupe de molécules biochimiquement actives essentielles 

aux fonctions cellulaires. La maturation post-traductionnelle de leurs précurseurs, qui se 

produit par un clivage endoprotéolytique, résulte en la formation de protéines 

biologiquement actives qui sont sécrétées et dirigées à des sites cibles. Il s ’agit d ’un 

mécanisme évolutif par lequel les espèces complexes maintiennent leur homéostasie. Plus 

du tier des enzymes protéolytiques sont des protéases de type sérine, nommées ainsi pour le 

rôle essentiel que la sérine joue au site catalytique (Di Cera, 2009). Une petite famille de 

protéases de type sérine, les convertases de proprotéines (PCs), joue un rôle clé dans 

l’activation de pro-protéines impliquées dans des fonctions cellulaires critiques autant chez 

les humains qu’autres organismes (Artenstein and Opal, 2011; Scamuffa et al., 2006; 

Seidah, 2011; Taylor et al., 2003). Cette famille comprend sept membres : la convertase de 

proprotéines subtilisin/kexin de type 1 (PCSK1, anciennement PC 1/3), la PCSK2 (PC2), la 

furine, la PCSK4 (PC4), la PCSK5 (PC5/6), la PSCK6 (PACE4) et la PCSK7 (PC7). Les 

convertases partagent une structure semblable constituée de différents domaines à fonctions 

biochimiques distinctes (Molloy et al., 1999) (Figure 7).
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Figure (Intro) 7. Représentation schématique de l'organisation structurelle des PCs

Les différents domaines des PCs. Le peptide signal dirige la translocation de la protéine 
dans le réticulum endoplasmique. Le pro-domaine a un rôle de chaperone, il dirige 
l’activation de la protéine dans des compartiments spécifiques, assiste au repliement de la 
protéine et peut également servir de peptide auto-inhibiteur dans certaines circonstances. Le 
domaine catalytique contient une séquence conservée appelée la triade catalytique 
(aspartate (D), histidine (H) et sérine (S)). Le domaine P est nécessaire à l ’activité du 
domaine catalytique et peut stabiliser le pro-domaine et le domaine catalytique. Le domaine 
riche en histidine confère les propriétés d ’interaction protéine-protéine et dirige l ’ancrage à 
la surface cellulaire. Le domaine transmembranaire permet la localisation de l ’enzyme à la 
surface membranaire et contrôle la localisation dans les différents compartiments. 
Finalement, le domaine cytosolique dirige et régule le transport de l’enzyme dans les 
différents compartiments ainsi qu’à la surface cellulaire. Tirée de (Artenstein and Opal, 
2011).

Le concept voulant que les protéines peuvent nécessiter une activation par clivage 

post-traductionnel d ’un précurseur inactif a été initialement démontré par la découverte de 

la pro-insuline (Steiner et al., 1967). Un quart de siècle plus tard, la découverte de la furine, 

une endoprotéase de mammifère analogue à l’endoprotéases « subtilisin-like kexin » de la 

levure, a galvanisé la recherche pour d ’autres PCs et leurs substrats (van de Ven et al., 

1990). Depuis ce temps, il a été démontré que ces enzymes jouent un rôle important dans 

l’homéostasie chez l’humain, ainsi que dans divers états physiopathologiques, incluant
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l’endocrinopathie, le cancer, les maladies infectieuses, l’athérosclérose et les maladies 

neurodégénératives. Elles représentent ainsi des cibles thérapeutiques potentielles pour le 

traitement de nombreuses maladies. De plus, l’expression des PCs pourait servir de 

biomarqueur pour certains cancers. Par exemple, l ’expression de la furine corrèle avec la 

progression tumorale dans le cancer des ovaires (Page et al., 2007)

La convertase de pro-protéines furine

La furine est une endoprotéase de type sérine et est une protéine transmembranaire 

de type 1 de 794 acides aminés (aa) exprimée de façon ubiquiste chez tous les vertébrés et 

plusieurs invertébrés (Seidah et al., 1998; Thacker and Rose, 2000). Elle a un pH optimal 

d ’activité protéolytique qui se situe entre 5 et 8, ce qui lui permet de cliver ses substrats 

dans différents compartiments cellulaires (Brennan and Nakayama, 1994). La furine, 

comme les autres membres de la famille de PCs, clive de façon typique ses substrats en C- 

terminal d ’une paire d ’acides aminés basiques (ex. -Lys-Arg-X , Arg-Arg-X). De façon plus 

spécifique, la furine nécessite une arginine supplémentaire (Arg-X-Lys/Arg-Arg-X) afin de 

cliver efficacement son substrat (Hosaka et al., 1991). Son expression ubiquiste et sa 

capacité d ’être enzymatiquement active dans différents compartiments cellulaires en font 

une protéase avec un large spectre de substrats (Tableau 6).
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Tableau 5. Liste partielle de pro-protéines clivées par la furine

Catégories Exemples

Protéines sériques Pro-albumine 

Pro-facteur IX 

Pro-protéine-C  

Pro-facteur-von-Willebrand

Hormones et facteurs de croissances Pro-fi-NGF

Pro-BM P4

Pro-BNP

Pro-hormone parathyroîde 

Pro-semaphorine D  

Pro-TGF(îl

Récepteurs membranaires Pro-récepteur de l'insuline 

Pro-récepteur N otch -1 

Pro-récepteur de la vitamine B12

Chaperones Pro-7B2

Protéines de l’ECM Pro-BMP-1 

Pro-M T l-M M P  

Chaîne a  des intégrines 

Pro-fibrilline 

Pro-stromelysine

Toxines Bactériennes Toxine PA de l’anthrax 

a-toxin e de Clostridium septicum  

toxine diphtérique 

exotoxi ne A de Pseudomonas 

Toxine Shiga

Protéines virales Influenza aviaire HA  

Cytom egalovirus gB 

Virus Epstein-Barr gB 

G p l60  du HIV

Enveloppe du virus du sarcome Rous

Adapté de (Molloy et al., 1999)
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Localisation intracellulaire de la furine

La furine est localisée principalement au réseau trans-Golgi (TGN), une structure 

qui est responsable de la sécrétion dirigée de protéines à leur destination finale, incluant la 

surface cellulaire, les endosomes, les lysosomes et les granules sécrétoires (Griffiths and 

Simons, 1986; Gu et al., 2001). Du TGN, la furine suit un itinéraire hautement régulé qui 

implique les endosomes et la surface cellulaire (Molloy et al., 1999). Cet itinéraire explique 

en partie la capacité de la furine à maturer un large éventail de substrats in vivo.

Régulation du routage intracellulaire de la furine

La localisation au TGN et le recyclage de la furine sont contrôlés par une séquence 

de 56 aa située dans son domaine cytoplasmique (figure 8).
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Figure (Intro) 8. Motifs de signalisation dans le domaine cytoplasmique de la furine

Les motifs hydrophobiques contrôlent la liaison à la sous-unité jil de AP-1 pour l’export du 
TGN, contrôlent la liaison à la sous-unité p.2 de AP-2 pour Y internalisation, et permettent la 
localisation au TGN et l ’aiguillage basolatéral. Le domaine acide permet la localisation au 
TGN en permettant la liaison avec PACS-1 selon son état de phosphorylation par la CK-II. 
Les signaux d’aiguillage basolatéraux permettent de diriger la furine à la surface des 
cellules polarisées et lient la sous-unité u4 de AP-4. Le motif de liaison à la filamine-A 
permet l’ancrage de la furine au cytosquelette d ’actine et régule son recyclage de la surface 
membranaire. Il pourrait également diriger la furine dans des domaines spécialisés de la 
membrane plasmique. Tirée de (Thomas, 2002).
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La localisation de la furine au TGN requiert un motif de reconnaissance par la 

caséine-kinase-II (CK-II) (EECPpSDpSEEDE) et un segment contenant deux motifs 

hydrophobes soit le YKGL et le LI (Bosshart et al., 1994; Jones et al., 1995; Molloy et al., 

1994; Schafer et al., 1995; Takahashi et al., 1995). Le segment hydrophobe est nécessaire 

au bourgeonnement de la furine du TGN vers les endosomes et le motif CK-II dirige le 

retour de la furine des endosomes vers le TGN (Wan et al., 1998). On connaît peu de 

choses des mécanismes impliqués dans le bourgeonnement de la furine du TGN vers les 

endosomes. Il a été démontré que la furine se localise aux puits de clathrine du TGN et que 

les motifs YKGL et LI lient la molécule adaptatrice AP-l(Teuchert et al., 1999b). 

Inversement, le retour de la furine des endosomes vers le TGN est assuré par le motif CK-II 

qui lie PACS-1 (phosphofurin acidic cluster sorting protein-J), un connecteur qui lie la 

furine à AP-1 (Crump et al., 2001; Wan et al., 1998). Plusieurs motifs impliqués dans la 

localisation de la furine au TGN dirigent également son itinéraire endocytique. 

L’endocytose est principalement régulée par le motif YKGL qui lie la sous-unité p2 de 

l’adapateur AP-2 (Teuchert et al., 1999b). Le recrutement de la furine à la membrane 

plasmique est régulé par le motif VY qui lie la filamine-A, une protéine corticale impliquée 

dans la locomotion cellulaire et la signalisation (Stossel et al., 2001). Lorsqu’elle est 

localisée aux endosomes précoces, la furine peut être recyclée à la membrane plasmique ou 

redirigée vers le TGN. Le recyclage à la membrane plasmique nécessite la phosphorylation 

par la CK-II, et le transport vers le TGN requiert une déphosphorylation par la protéine 

phosphatase 2A (PP2A) (Molloy et al., 1998). Ainsi, PACS-1 et CK-II dirigent la furine 

dans une des deux voies de recyclage TGN-endosomes et endosomes-membrane 

plasmique. Le routage entre ces 2 boucles de recyclage nécessite l’intervention de la PP2A.
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Figure (Intro) 9. Modèle de régulation du routage intracellulaire de la furine

(1) Boucle de recyclage du TGN. Le bourgeonnement de la furine à un compartiment 
endosomal est contrôlé par des motifs hydrophobiques qui lient l ’adaptateur pour la 
clathrine AP-1. Le motif dileucine et phenylalanine joue également un rôle. (2) Boucle de 
recyclage membrane cellulaire et endosomes. L’internalisation dépendante de la clathrine 
est contrôlée par les motifs hydrophobiques qui lient AP-2. Une fois dans les endosomes, la 
furine phosphorylée par la CK-II est redirigée vers la membrane plasmique d ’une façon 
dépendante de PACS-1. (3) Le routage entre les deux voies de recyclage. La furine qui est 
déphosphorylée dans les endosomes par la PP2A est redirigée vers le TGN. La PP2A 
pourrait également permettre de diriger la furine du TGN vers la périphérie cellulaire. Tirée 
de (Molloy et al., 1999).
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Implication de la furine dans le cancer

Plusieurs évidences indiquent que la furine est surexprimée dans différents types de 

cancer tels que le cancer de la tête et du cou, du poumon et le cancer du sein. On propose 

même une valeur pronostique à l'expression de la furine dans les tumeurs. En effet, les 

niveaux d ’expression d ’ARNm et protéiques de la furine corrèlent avec l’agressivité et la 

capacité invasive de lignées cellulaires tumorales (Bassi et al., 2001; Cheng et al., 1997; 

Schalken et al., 1987). Des études in vivo récentes démontrent que l’inhibition sélective de 

la convertase de proprotéines furine diminue le potentiel métastatique des cellules 

cancéreuses du colon (Scamuffa et al., 2008). Ainsi, de nombreux efforts sont présentement 

consacrés au développement d ’inhibiteurs pharmacologiques sélectifs de la furine afin 

d’inhiber la progression tumorale (Basak et al., 2009; Becker et al., 2010; Coppola et al., 

2008; Komiyama et al., 2009).

L ’importance de la furine dans le cancer est mise en évidence par son implication 

dans différentes étapes de la tumorigenèse (Bassi et al., 2005; Bassi et al., 2000; Thomas, 

2002). La furine est essentielle autant dans la pathogenèse de la transformation néoplasique, 

la prolifération, l’invasion et la formation des métastases. La capacité de la furine à se 

retrouver dans différents compartiments intracellulaires favorise son interaction avec 

différents types de substrats impliqués dans ces processus (Thomas, 2002). Par exemple, 

des facteurs de croissance, des récepteurs, des métalloprotéases et des molécules 

d ’adhésion sont connus pour être impliqués dans différents mécanismes menant à la 

formation de métastases (Bassi et al., 2005).
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Figure (Intro) 10. Implication de la furine (PCs) dans la pathogenèse du cancer

La localisation cellulaire de la furine dans les différents compartiments lui permet d ’être en 
contact avec différents substrats tumorigéniques : par exemple, des facteurs de croissance et 
leurs récepteurs tels que l’IGF-R, le PDGF et le TGFfJ qui sont impliqués dans l’acquisition 
du phénotype tumoral, la prolifération et l ’invasion. Des facteurs pro-angiogéniques tels 
que le VEGF, des intégrines impliquées dans l’invasion et la migration cellulaire et des 
métalloprotéases de la matrice nécessaires à la dégradation de l’ECM et à la formation des 
métastases. Tirée de (Artenstein and Opal, 2011)

La furine et l’hypoxie

Le microenvironnement hypoxique de la tumeur a une influence directe sur 

l’expression de la furine (McMahon et al., 2005). Dans notre laboratoire, il a été démontré 

que le promoteur du gène de la furine contient des éléments de réponse à l ’hypoxie (HRE) 

permettant au facteur de transcription HIF-1 de réguler et d ’augmenter son expression en 

hypoxie (McMahon et al., 2005). Conséquemment, l ’activité protéolytique de la furine est 

augmentée et s ’en suit une activation accrue de substrats tumorigéniques tels que la M T l- 

MMP, le TGFPL le VEGF et l’IGFR-lR.
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Figure (Intro) 11. Régulation hypoxique de la furine et impact sur la tumorigenèse

La sous-unité HEF-la est stabilisée en hypoxie et permet la formation du complexe HIF- 
la /p . Ce complexe se lie au promoteur HRE de la furine et son expression est augmentée. 
La surexpression de la furine augmente son activité de maturation protéolytique globale et 
permet l’activation accrue de pro-protéines tumorigéniques. L ’activation de ces facteurs va 
mener à la progression tumorale en favorisant l’invasion cellulaire, Fangiogénèse, la 
prolifération et la survie cellulaire. Adaptée de (McMahon et al., 2003)

Activité potentielle de la furine en périphérie cellulaire

Malgré que la localisation cellulaire prédominante de la furine se situe au TGN, 

environ 5% de la totalité de la furine se retrouve au niveau de la membrane plasmique. 

Comme nous l’avons vu précédemment, la furine peut se retrouver dans deux boucles de 

recyclages : l’une entre le TGN et les endosomes, et la suivante entre la membrane 

plasmique et les endosomes de recyclage. Malgré sa faible quantité en périphérie cellulaire, 

plusieurs évidences laissent présager une importance significative de la furine membranaire 

dans l’invasion des cellules cancéreuses. Une première observation consiste en son 

interaction avec la MT1-MMP. En effet, plusieurs groupes ont démontré que la pro-M Tl- 

MMP, un substrat de la furine, est localisée à la membrane plasmique de lignées cellulaires 

tumorales (Sternlicht and Werb, 2001). De plus, la présence de la MT1-MMP dans les 

radeaux lipidiques est un mécanisme permettant les interactions entre la protéine et l ’ECM
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(Wang et al., 2009a). Mayer et ses collègues ont démontré que la furine interagissait avec 

la MT1-MMP et l’intégrine aV  dans des régions spécialisées de la membrane plasmique de 

cellules de rein (Mayer et al., 2003). Une autre observation de l’importance potentielle de la 

furine membranaire découle de son interaction avec les intégrines. La furine contient un 

motif RGD dans son domaine P capable de lier les intégrines (Lusson et al., 1997). Elle 

interagit avec l’intégrine aV  dans des domaines spécialisés (Mayer et al., 2003), et 

l’association des intégrines aux radeaux lipidiques est un mécanisme important pour leur 

activation. Ainsi, la capacité de la furine à se retrouver dans des régions membranaires où 

l’on retrouve la MT1-MMP et les intégrines pourrait permettre une activation de ses 

substrats directement à la membrane plasmique ou dans la voie de sécrétion qui achemine 

les substrats de la furine à la membrane plasmique. Tout récemment, l’activité membranaire 

de la furine a été mise en évidence. L ’étude a démontré que la furine forme un complexe de 

maturation à la membrane plasmique en s’associant avec la protéine Cripto pour permettre 

la maturation et l ’activation de la protéine Nodal, un membre de la famille du TGFP 

(Blanchet et al., 2008). Il est donc pertinent de proposer que d ’autres pro-protéines, 

membres ou non-membres de la famille du TGF(3, peuvent être clivées par la furine dans 

des complexes membranaires similaires à ceux impliquant Cripto ou dans la voie de 

sécrétion.

Le « Transforming Growth Factor P » (TGF{$)

Le TGFP est le prototype d ’une famille de facteurs de croissance sécrétés. Plus de 

33 gènes reliés au TGFP ont été identifiés dans le génome des mammifères. Ceux-ci 

comprennent les BMPs, les activines/inhibines, nodal et l’hormone anti-Mullerian. Le 

TGFP joue un rôle essentiel dans le développement durant l’embryogenèse et est crucial 

pour l’homéostasie des tissus. Il contrôle la prolifération, la différenciation, l’apoptose, 

l’adhésion cellulaire et l ’invasion (Heldin et al., 2009; Ikushima and Miyazono, 2010; 

Massague, 2008; Yang et al., 2010). Conséquemment, un mauvais fonctionnement de sa 

signalisation et/ou de l’inactivation de composantes de ses voies de signalisation sont 

centraux à plusieurs pathologies incluant le développement de la tumorigenèse et la 

progression tumorale.
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Le TGFP et le cancer

Des mutations dans les composantes centrales du TGFP, c ’est-à-dire les récepteurs 

du TGFP ainsi que les protéines de transdcution du signal telles que les Smads, ont été 

observées dans plusieurs types de cancer humain (Levy and Hill, 2006). Ces observations 

suggèrent que le TGFP joue un rôle de suppresseur de tumeur, et que le contournement de 

ses voies de signalisation mène à la tumorigenèse. Ainsi, grâce son rôle de suppresseur de 

la prolifération, le TGFP a été perçu comme étant une cytokine potentiellement intéressante 

pour le traitement du cancer. Cependant, des analyses de tissus cancéreux humains 

suggèrent un rôle de promoteur tumoral du TGFP dans le cancer (Gambichler et al., 2007). 

Au fait, les immuno-marquages du TGFP corrèlent avec la formation de métastases chez les 

cancers du colon, du sein et de la prostate (Friedman et al., 1995; W alker and Dearing, 

1992; Wikstrom et al., 1998). De plus, le TGFp augmente la motilité et l’invasion de 

certaines cellules cancéreuses (Ten Dijke et al., 2002). Ainsi, la dualité entre les fonctions 

anti-tumorales et pro-tumorales varie selon le stade de la tumorigenèse. Dans les stade 

précoces, les effets inhibiteurs du TGFP sur la prolifération seraient médiés via la baisse 

d ’expression de c-myc et une augmentation de l’expression des inhibiteurs de kinases 

dépendantes des cyclines (CDK) tels que p 15, p 2 1 et p27 (Datto et al., 1995; Hannon and 

Beach, 1994; Mulder et al., 1990). De plus, le TGFP exerce également ses effets anti- 

prolifératifs via son influence dans le sentier de signalisation pro-apoptotique en modulant 

à la hausse des protéines pro-apoptotiques telles que BAX et PUMA et en réprimant 

l’expression de BCL-2 et BCL-xL (Elliott and Blobe, 2005). Dans un stade plus avancé de 

la tumorigenèse, les tumeurs acquièrent généralement une résistance aux effets 

suppresseurs de tumeur du TGFP via des altérations au niveau des médiateurs de la réponse 

de cette cytokine. À titre d'exemple, l’inhibition de la voie des Smads suite à l’activation 

des voies de signalisation PI3K et Raf par le TGFP protège contre les effets pro- 

apoptotiques et anti-prolifératifs du TGFp (Chen et al., 1998; Lehmann et al., 2000). De 

plus, l ’expression à la baisse des récepteurs du TGFp a également été observée dans 

différents types de cancers ainsi que des mutations qui inhibent l’activité kinase des 

récepteurs du TGFp. Par exemples, des mutations dans le TGFPRII ont été observées dans 

plusieurs types de cancers (Levy and Hill, 2006). De plus, des mutations qui inactivent des
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éléments de la voie de transduction du signal du TGFP en réponse à la cytokine ont 

également été observées. Par exemple, une mutation dans le locus 18q21 qui encode pour 

Smad4 est présente dans 90% des cas de cancer pancréatique et cette mutation confère un 

avantage prolifératif aux cellules pancréatiques et à l’initiation de la tumeur (Xu et al., 

2000). Outre les événements moléculaire permettant la transition entre les effets anti et pro- 

tumorigéniques, il est clair que le TGFp confère un avantage relatif au développement des 

tumeurs via son role défini dans l ’angiogénèse (Tuxhom et al., 2002), dans l’évasion de 

l’immuno-surveillance (Levy and Hill, 2006; Li et al., 2006) ainsi que dans l’induction de 

l’EMT (Mani et al., 2008). Ainsi, le TGFP joue un rôle bi-fonctionnel dans le cancer, soit 

un rôle de suppresseur de tumeur dans les stades précoces et un rôle de promoteur de 

tumeur dans les stades avancés.
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Figure (Intro) 12. Rôles bi>fonctionnels du TGFp dans la progression tumorale

Dans les tumeurs pré-malignes, le TGFP joue un rôle de suppresseur de tumeur. Il contrôle 
la prolifération, la différenciation et l’apoptose. Lorsque la tumeur atteint un stage malin, 
son rôle de suppresseur de tumeur s’inverse et il favorise alors l’évasion de la surveillance 
immune ainsi que la motilité cellulaire. Il favorise également l’EMT, l ’extravasation et 
promeut la formation des métastases. Tirée de (Sino Biological Inc)
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Le TGFP dans l’invasion tumorale

Plusieurs études démontrent l’implication et l’importance du TGFP dans l'invasion 

tumorale. Le pro-TGFP est un substrat de la furine. L’expression de la furine est augmentée 

en hypoxie ce qui résulte en une plus grande activité protéolytique. L ’hypoxie favorise 

donc la maturation du pro-TGFp et le TGFP, de façon autocrine, régule la transcription de 

son gène ce qui génère une boucle d ’amplification (Dubois et al., 2001; Dubois et al., 

1995). Différentes études ont démontré que le TGFP favorisait l’invasion des cellules du 

cancer du sein telles que les MCF10A et induit également l’expression de plusieurs 

métalloprotéases de la matrice telles que la MMP2 et la MMP9 (Chou et al., 2006; Kim et 

al., 2004; Liu et al., 2005; Safina et al., 2007). De façon intéressante, l’implication du 

TGFP dans l’invasion cellulaire a été mise en évidence en démontrant que le TGFP 

induisait la formation des podosomes de cellules endothéliales et des invadopodes dans les 

cellules cancéreuses (Mandai et al., 2008; Varon et al., 2006).

Activation du TGFp

L’ADNc du TG Fpi code pour une protéine de 392 aa qui forme un homodimère 

dont les deux chaînes polypeptidiques sont reliées par des ponts disulfures. La molécule 

précurseure est clivée en position 279 (suite à un m otif di-arginine), par une protéase de 

type furine (Dubois et al., 1995; Gentry and Nash, 1990). Par analogie avec d ’autres 

substrats clivés par la furine, on croit que ce processus se produit au niveau de l’appareil de 

Golgi (Molloy et al., 1999). Suite au clivage, le fragment C-terminal (aa 280-392), qui 

constitue le TGFP 1 mature, demeure associé par des interactions non covalentes avec le 

propeptide N-terminal, également appelé peptide associé à la latence (LAP). La plupart des 

cellules sécrètent le TGFP latent sous forme d ’un complexe plus large, appelé complexe 

large associé à la latence (LCC). Celui-ci comprend le TGFP mature, le LAP et une 

glycoprotéine de 120-240 kDa appelée protéine de liaison au TGFP latent (LTBP) 

(Miyazono et al., 1988). Le LTBP s’associe au LAP durant la sécrétion. Suivant la 

sécrétion, le LTBP s’intégre à l’ECM et participe à la régulation de la bio-disponibilité du 

TGFp latent (Taipale et al., 1994). Le processus d ’activation du complexe latent implique 

des protéases normalement exprimées de façon constitutive par les cellules cancéreuses. Par
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exemple, les métalloprotéases de la matrice MMP2 et MMP9 ainsi que la plasmine vont 

dégrader les pro-segments et libérer le dimère actif de TGF(3l (Karsdal et al., 2002; Lyons 

et al., 1990; Sato and Rifkin, 1989; Yu and Stamenkovic, 2000). D ’autres mécanismes 

indépendants des protéases ont également été mis en évidence. Par exemple, l’intégrine 

aV(36 et la thrombospondine, des protéines de l ’ECM exprimées à la surface cellulaire des 

cellules épithéliales lors de l’inflammation, peuvent induire l’activation du TGF(3l par des 

changements conformationnels (Crawford et al., 1998; M unger et al., 1999).
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Figure (Intro) 13. Sécrétion et activation du TGFP

Le TGFP est synthétisé sous forme de précurseur protéique qui nécessite un clivage 
endoprotéolytique par la furine afin de devenir actif. Le TGFP I  □ □ clivé et sécrété sous 
forme d ’un complexe qui comprend le pro-peptide (LAP) et le LTBP. Le complexe sécrété 
se lie à l ’ECM et doit être libéré par des protéases extracellulaires afin de libérer le TGFP 
actif.
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Signalisation du TGFP 

Voies canoniques et Smads

Le TGFP se lie à des récepteurs membranaires de type I et II (TGFPR1 et TGFpR2) 

qui contiennent une activité sérine/thréonine kinase (Feng and Derynck, 2005; Heldin et al., 

1997; Shi and Massague, 2003). La liaison du TGFP avec le TGFPR2 entraîne la formation 

d’un complexe hétérotétramérique avec le TGFPR1, ce qui mène à la phosphorylation du 

TGFPR1 par le TGFPR2. Le récepteur de type I transmet le signal en recrutant et en 

phosphorylant les Smads régulateurs (R-Smads) soit le Smad2 et le Smad3. Les Smads 

activés forment un complexe avec le Smad commun (co-Smad) et transloquent au noyau 

(Hill, 2009). Puisque les Smads activés ont une faible affinité pour l’ADN, d ’autres co- 

facteurs sont requis afin de former un complexe de liaison spécifique de haute affinité. 

Parmi ces facteurs, on retrouve le p300/CBP, l’AP-1 et les Ets (Czuwara-Ladykowska et 

al., 2002; Massague and Wotton, 2000; Nakamura et al., 1976; Zhang and Derynck, 1999). 

La diversité des combinaisons entre les Smads et les co-facteurs régulent la transcription 

d ’un vaste groupe de gènes cibles (Itoh et al., 2000). Plusieurs évidences soulignent 

l’importance de la voie canonique dans l ’invasion cellulaire et tout particulièrement 

l’implication de Smad3. Par exemple, l’activation de Smad3 a été associée avec l’invasion 

cellulaire en contrôlant l’expression de la MMP2 et la MMP9 (Wiercinska et al., 2011). 

Différentes études lient l’activation de Smad3 avec l’EMT, un événement associé avec la 

formation des invadopodes et l’invasion cellulaire (Eckert et al., 2011; Roberts et al., 2006; 

Takkunen et al., 2010).

Voies non-canoniques du TGFP

Le TGFP emprunte une multitude de voies de signalisation intracellulaires en plus 

des signaux régulés par les Smads. Ces voies non-canoniques, ou indépendantes des Smads, 

sont activées directement lorsque le ligand interagit avec le récepteur et permet de 

renforcer, d ’atténuer ou de moduler différentes réponses cellulaires (Zhang, 2009). Une 

première voie de signalisation indépendante des Smads est le sentier d ’activation 

impliquant Erk. Le TGFPRII peut s’autophosphoryler sur trois résidus tyrosines (Y259,



Y336 et Y424) (Lawler et al., 1997). D e  p l u s .  S r c  p e u t  é g a l e m e n t  p h o s p h o r s  1er le 1 Cï 1 |3K11 

s u r  la t \ r o s i n e  284 (Galliher and Schiemann, 2007). I nc  e t u d e  a é g a l e m e n t  d é m o n t r e  q u e  

le T G I  (5RI p o u v a i t  e t r e  p h o s p h o r v l é  s u r  d e s  r é s i d u s  t \ m s i n e s  m a i s  le m é c a n i s m e  n ' e s t  p a s  

d é f i n i  (Lee et al., 2007). Ainsi, les tyrosines phosphorylées permettent le recrutement d ’un 

complexe de GTPases comprenant Grb2/SOS qui active E rk l/2  par l’intermédiaire de Ras, 

Raf et des kinases MEK1/2. Par la suite, les E rkl/2  phosphorylées par les MEK1/2, 

régulent la transcription de différents gènes (Mulder, 2000). Deuxièmement, les récepteurs 

phosphorylés du TGFP peuvent interagir avec TRAF6 et permettre le recrutement de la 

kinase TAK1 qui peut par la suite activer la signalisation menant à l’activation des kinases 

JNK et p38. Des études démontrent également que la GTPase RhoA peut être activée par 

les récepteurs du TGFp et induire la formation de fibres de stress lors de l’EMT 

(Bhowmick et al., 2001; Tavares et al., 2006). Finalement, le TGFP peut activer la PI3K et 

conséquemment Akt pour contrôler les réponses trad itio n n e lles  par le complexe 

mTOR/S6K (Zhang, 2009).
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Figure (Intro) 14. Les voies de signalisation du TGFf)

Lu signalisation du TGF(3 peut être propagée par des voies Smad-dépendantes et 
indépendantes. Dans la voie Smad-dépendante, le complexe de récepteurs du TGF(3 
phosphoryle les R-Smad, Smad-2 et Smad-3. Les R-Smads phosphorylés s'associent à 
Smad-4 et transloquent vers le noyau où ils jouent le rôle d'activateur de la transcription et 
de répresseurs de l'expression génique. Le Sniad inhibiteur, Smad-7, inhibe l'activation du 
R-Smad en s'associant avec le TGF(3R1. La protéine de domaine WD40, STRAP, 
fonctionne aussi comme un inhibiteur de la signalisation dépendante des Smads en 
s'associant avec le Smad-7 et le TG FpRl. En plus de l'activation des Smads, le complexe 
du récepteur du TGFp peut induire la signalisation par les voies impliquant Ras. RhoA, 
T A K 1 et PI3K. Tirée de (Reiner and Datta. 2011 )

Régulation du pH intracellulaire

Les cellules de mammifères sont hautement compartimentalisées et chaque 

compartiment, ou organite, assure des fonctions précises dans la cellule. La 

compartimentalisation a évolué afin d’assurer des conditions environnementales précises 

pour les différentes voies métaboliques. Dans ce contexte, les protons ont un rôle crucial. 

Virtuellement toutes les protéines dépendent du pH pour maintenir leur structure et leurs 

fonctions. Ainsi, les événements de protonation et de déprotonation dictent la charge 

biologique qui est importante dans plusieurs réactions métaboliques (Whitten et al., 2005).
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Le pH cytosolique

Sous les conditions physiologiques, le pH extracellulaire (pHe) est légèrement 

alcalin (7.3-7.4) tandis que le pH cytosolique est légèrement plus acide (7.0-7.2) (Pastoriza- 

Munoz et al., 1987; Wray, 1988). Les réactions métaboliques comme la production d ’ATP 

dans le cytoplasme par la glycolyse et la phosphorylation oxydative dans les mitochondries 

génèrent des protons qui acidifient le cytosol. Afin de prévenir leur accumulation, les 

protons doivent être activement exportés du cytosol à travers la membrane plasmique. 

L ’une des familles de protéines impliquées dans le transport de protons à l’extérieur de la 

cellule est celle des échangeurs cations-alcalins-protons. Ce sont des complexes 

homodimériques qui transfèrent les protons à travers les membranes biologiques en 

échange de cations monovalents tels que le Na+ et le K+ (Casey et al., 2010). Cette famille 

de protéines comprend les échangeurs Na+/H+ (NHEs). N euf membres de cette famille 

sont décrits à ce jour et seront discutés plus en détails dans la prochaine section. Une autre 

classe de transporteurs est celle des co-transporteurs de lactate-H+ dont font partie les 

transporteurs de monocarboxylates (MCT). Les MCTs permettent le co-transport du lactate 

avec un proton (Halestrap and Meredith, 2004). L ’accumulation cytosolique de lactate se 

produit lorsque les tissus passent d ’un métabolisme aérobique à un métabolisme 

anaérobique, comme lors d ’épisodes hypoxiques (Perez de Heredia et al., 2010). Une autre 

catégorie d ’échangeurs est celle des transporteurs de bicarbonate. Le microenvironnement 

tissulaire contient normalement 25mM de HCO3', et les cellules ont développé une stratégie 

pour utiliser le HCO3’ afin de basifier leur cytosol. Dans ce processus, l ’acide carbonique 

est produite et est subséquemment convertie en CO 2 et H2O par les anhydrases carboniques. 

Parmi ces transporteurs de HCO3' se retrouvent les transporteurs de HCO3' couplés au Na+ 

(NBCs) qui comptent six membres (Cordât and Casey, 2009). Les NBCs permettent la 

translocation des Na+ et du HCO3 dans la même direction. Finalement, la dernière 

catégorie de protéines membranaires qui régulent le pH cytosolique est les échangeurs 

d ’anions (AE). Contrairement aux NBCs, les AEs permettent l’échange de Cl- 

extracellulaire pour exporter du HCO3' intracellulaire vers l ’extérieur de la cellule (Romero 

et al., 2013). Tous ces échangeurs et transporteurs membranaires fonctionnent en 

collaboration afin de maintenir et réguler l’homéostasie du pH cytosolique de la cellule.
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Figure (Intro) 15. Régulation du pH cytosolique par les différents 
échangeurs/transporteurs membranaires

Le pH cytosolique est hautement régulé grâce à la coopération de différents échangeurs 
membranaires. Les NHEs permettent en général l ’efflux de protons du cytoplasme vers 
l’extérieur de la cellule en échange de Na+. Les NBCs utilisent le HCO3' extracellulaire 
pour basifier le cytoplasme. Les AEs agissent de façon opposée et permettent la sortie 
extracellulaire de HCO3'. Finalement, les MCTs permettent 1’efflux de protons 
intracellulaires produits lors du métabolisme anaérobique.

Le pH dans la voie de sécrétion

Le pH des différentes vésicules de la voie de sécrétion n ’est pas homogène (Paroutis 

et al., 2004). Le pH du réticulum endoplasmique (ER) est neutre, similaire au cytosol, et les 

compartiments sécrétoires sont de plus en plus acides. Le cis-Golgi est beaucoup plus acide 

que le ER (pH = 6.7) et l’acidification est plus marquée dans le TGN (pH= 6.0). Le pH des 

vésicules sécrétoires a été observé à 5.2 (Figure 16)(Paroutis et al., 2004).

Le pH de la voie endocytique

Le matériel endocytique capturé par les cellules progresse dans un environnement 

croissant en acidité. Les vésicules endocytiques sont les moins acides tandis que les 

lysosomes peuvent atteindre un pH très acide de 4.5-4.7 (Ohkuma and Poole, 1978). 

L’acidification luminale progressive est un mécanisme clé dans différents aspects de 

l ’endocytose et de la phagocytose. Par exemple, la libération des ligands de leurs récepteurs 

(Maeda et al., 2002), l’activation de protéases (Dillon et al., 2012; W illiamson et al., 2013),
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et d ’autres réactions essentielles dépendent des changements de pH dans les compartiments 

endosomaux (Mellman et al., 1986).

°  Médiat]

7.2 6.8 6.2 5.6 5.2
pH

Figure (Intro) 16. Régulation du pH intracellulaire dans les différents compartiments

Variabilité du pH des organites cellulaires et de compartiments intracellulaires dans une 
cellule de mammifère. De façon générale, dans la voie de sécrétion, les vésicules en 
périphérie cellulaire ont un pH luminal plus acide. Le pH du TGN est légèrement acide (pH 
6.0) tandis que le pH des endosomes et des vésicules sécrétoires est plus acide (pH 5.2-5.7). 
Dans la voie d ’endocytose, le pH des endosomes est également acide et s ’acidifie 
davantage dans les lysosomes. Tirée de (Paroutis et al., 2004)

Régulation du pH intracellulaire et intra-vésiculaire

Le maintien du pH intracellulaire et intra-vésiculaire est d’une importance capitale 

dans la physiologie cellulaire. De façon générale, l’homéostasie est accomplie par la 

relation entre différents transporteurs membranaires qui soit importent ou exportent des 

protons à l’intérieur ou à l’extérieur de la cellule. Les échangeurs Na+/H+ de mammifères 

(NHEs) jouent un rôle fondamental dans la régulation de l’environnement ionique cellulaire
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(Casey et al., 2010; Malo and Fliegel, 2006; Slepkov et al., 2007). Les NHEs sont des 

échangeurs d ’ions intégrés à la membrane qui permettent l'échange de H+ avec le Na+ ou 

le K+. Tous les NHEs possèdent 12 domaines transmembranaires. La partie N-terminale 

constitue le domaine de translocation d ’ions et la partie C-terminale cytoplasmique joue un 

rôle important dans la liaison de différentes protéines régulatrices. Jusqu’à ce jour, neuf 

isoformes de NHE ont été identifiées. Celles-ci démontrent une variabilité dans leur patron 

d ’expression, leur localisation cellulaire, leurs caractéristiques de transport d ’ion, leurs 

propriétés pharmacologiques et leurs mécanismes de régulation (Malo and Fliegel, 2006). 

Sur la base de leur localisation cellulaire et des analyses phylogéniques, les NHEs sont 

catégorisés en deux types : les NHEs de la membrane plasmique (NHE 1-5) et les NHEs des 

organites (NHE6-9). De façon générale, les NHEs de la membrane plasmique échangent un 

H+ cytoplasmique pour un Na+ extracellulaire et les NHEs des organites échangent autant 

le Na+ que le K+ pour un H+ (Bianchini and Poussegur, 1994).

Localisation intracellulaire des NHEs des organites

Les quatre NHEs des organites sont en général exprimés de façon ubiquiste dans les 

tissus (Numata et al., 1998). NHE6 et NHE9 se localisent aux niveaux des endosomes 

précoces et des endosomes de recyclage (Brett et al., 2002; Nakamura et al., 2005). NHE7 

et NHE8 sont principalement localisés au TGN (NHE7) et au complexe du Golgi médian 

(NHE8) (Figure 17) (Numata and Orlowski, 2001).
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Figure (Intro) 17. Localisation cellulaire des NHEs et le pH

Sur les neuf isoformes de NHE, les NHE 1-5 sont principalement localisés à la membrane 
plasmique, tandis que les NHE6-9 sont aux organites. Le NHE6 et le NHE9 eolocalisent 
dans une certaine mesure aux endosomes de recyclage. Le NHE7 est localisé au TGN et le 
NHE8 au complexe du Golgi médian. Chaque compartiment intracellulaire est maintenu à 
un pH acide, ee qui est important pour divers proeessus biologiques. Tirée de (Ohgaki et 
al., 2011).

Régulation du pH dans les organites

Les valeurs de pH luminal dans les organites de la voie de sécrétion et dans le 

sentier endocytique forment un gradient allant de pH 5.0 à pH 7.0 (Demaurex, 2002; 

Paroutis et al., 2004). Le pH des organites est contrôlé par une balance complexe entre les 

influx et les efflux de protons à travers la membrane des compartiments. La V-ATPase est 

le principal responsable de l’acidification des organites (Forgac, 2007; Futai et al., 2000). 

La V-ATPase est responsable de l ’influx de protons à l’intérieur des organites et son 

activité est dépendante de l’ATP. Inversement, les NHEs sont responsable de l’efflux de 

protons à l’extérieur de l’organite. Plusieurs études démontrent que l’augmentation de 

l’expression des NHEs résulte en une basification des organites dans lesquels ils se 

retrouvent (Nakamura et al., 2005; Ohgaki et al., 2010) et qu’inversement, l ’inhibition des 

NHEs par des siRNA résulte en une acidification de la lumière des organites (Ohgaki et al., 

2010; Roxrud et al., 2009) (Figure 18).
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Figure (Intro) 18. Illustration de la régulation du pH des organites

Le main t ien  d 'un  pH acide  est a c co m p l i  pa r  les ac t iv i tés  s o i g n e u s e m e n t  é q u i l i b r ée s  d ' i n f l u x  
et d 'e f f l u x  de  protons .  La V - A T P a s e  faci li te p r in c ip a le m e n t  l’ac id i f ica t ion  d e s  o rg a n i t e s  par  
le p o m p a g e  ac t i f  de  p ro ton s  d ans  la lum iè re  de  l 'o rgan i te .  Cette é t ape  d ’ac id i f ic a t ion  est 
favorisée  par  un flux de  con tre -un ion ,  soi t  par  des  c a n au x  Cl-  ou les é c h a n g e u r s  C1-/H+.  
Les  N H E s  des  organi tes  per me t te n t  l’ef f lux de  H +  des  o rg an i t e s .  p a r  un é c h a n g e  d e  Na-t- ou  
K+ qui  sont  a b o n d a m m e n t  présents  d an s  le c y to p la s m e .  T i ré e  de ( O h g a k i  et al. ,  201 1 ).

Hypoxie et pH intracellulaire

Line des conséquences majeures sur les cellules en conditions hypoxiques est le 

transfert de la respiration cellulaire, dépendante de l’oxygène, à l’activation de la glycolyse 

anaérobique afin d ’assurer l’apport nécessaire en énergie à la cellule, soit l ’ATP 

(Pouyssegur et al., 2006; Semenza, 2003). La glycolyse se déroule dans le cytoplasme et 

nécessite du glucose et a comme produit le pyruvate. En conditions anaérobiques, ce 

dernier est métabolisé en lactate qui engendre la production de protons. Pour chaque 

molécule de glucose métabolisée, deux molécules d ’ATP et deux protons sont produits 

(glucose + 2 NAD+ + 2 pyruvates + 2 (NADH + H+). Les cellules hypoxiques doivent 

exporter les protons intracellulaires afin de régulariser le pH intracellulaire. Ainsi, les 

cellules cancéreuses ont un débalancement du pH intra- et extracellulaire. Les cellules 

normales ont un pH cytoplasmique neutre (6.99-7.2) et un pH extracellulaire basique (7.3- 

7.4). Dans le cas des cellules cancéreuses, le pH cytoplasmique est basique (7.12-7.65) et le



54

pH extracellulaire est acide (6.2-6.9) (Lindner and Raghavan, 2009) (Gillies et al., 2002). 

Un des mécanismes impliqués dans ce débalancement est la surexpression et l’activation 

constitutive induites par des oncogènes ou par H IF -la , en hypoxie, de certains échangeurs 

ou transporteurs d'ions à la surface cellulaire tels que le NHE-1 et la MCT-4 (Lucien et al., 

2011; Ullah et al., 2006). Par conséquent, les protons issus de la glycolyse anaérobique sont 

systématiquement exportés hors de la cellule et ceux-ci acidifient le milieu extracellulaire 

tout en basifiant le mileu intracellulaire.

Influence du pH intracellulaire sur la conformation des protéines

Toutes les protéines dépendent du pH pour maintenir leur structure et leur fonction. 

Un des mécanismes importants dans le maintien structural des protéines implique leur 

structure primaire. Les protéines sont formées d’une combinaison d ’acides aminés (aa) et 

ceux-ci possèdent des propriétés acido-basiques. Les différents aa possèdent un pH- 

isoélectrique (pHiso) différent à pH physiologique, c ’est-à-dire un pH auquel la charge 

globale de l’acide aminé est nulle (Tableau 7). Si le pH physiologique < pHiso, la charge 

globale de l’aa est positive, car l’aa a tendance à conserver ses protons ou en capter du 

milieu acide. Inversement, si le pHiso < que le pH physiologique, la charge globale est 

négative, car l’aa a tendance à céder ses protons au milieu basique (Biochemistry, Donald 

Voet and Judith G. Voet, 1998, p.61). Il est intéressant de constater que l’histidine a un 

pHiso de 7.6, donc très près du pH physiologique. Par conséquent, de faibles variations de 

pH intracellulaire vont mener à la protonation ou à la déprotonation de l ’histidine et ainsi 

influencer la structure de la protéine. Différentes protéines subissent des changements de 

conformation suite aux variations de pH et ceux-ci sont directement influencés par l’état de 

protonation des histidines présentes dans leur structure primaire (Dillon et al., 2012; 

Mueller et al., 2008; Zhang et al., 2013). Ce sont par exemple des protéines d ’enveloppe 

virale lorsqu’elles sont endocytosées, des toxines bactériennes et des protéines 

transmembranaires et cytoplasmiques de l’hôte (Tableau 8).
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Tableau 6. Acides aminés et pHiso à pH physiologique

Groupes pHiso (pH physiologique 7.4)

Aliphatiques hydrophobes Glycine 6.0

Alanine 6.0

Valine 6.0

Leucine 6.0

Isoleucine 6.1

Proline 6.3

Aromatiques hydrophobes Phénylalanine 5.5

Tryptophane 5.9

Amidés Asparagine 5.4

Glutamine 5.7

Aromatiques hydroxylés Tyrosine 5.9

Hydrophiles hydroxylés Sérine 5.7

Thréonine 6.5

Soufrés Cystéine 5.0

Méthionine 5.8

Dibasiques Lysine 9.8

Arginine 10.8

Histidine 7.6

Diacides Aspartate 3.0

Glutamate 3.2

pH physiologique < pHiso : charge positive, conservation des protons

pH physiologique > pHiso : charge négative, perte des protons

Tirée de (http://www.snv.jussieu.fr/vie/dossiers/acideamine/acideaminc.htm)

http://www.snv.jussieu.fr/vie/dossiers/acideamine/acideaminc.htm
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Tableau 7. Changements conformationnels de protéines influencés par le pH et les
histidines

Exemples Références

Protéines d ’enveloppe 

virale

Influenza

Stomatite vésiculaire 

Rhabdovirus 

Alpha virus 

Flavivirus

(Stiasny and Heinz. 2006; W engler. 1989; 

W hite et al.. 1982; Zim m erberg e t al.. 

1993)

Toxines bactériennes Exotoxine de Pseudomonas 

A

Toxine de l’anthrax 

Toxine botulique 

Toxine diphtérique

(Chenal et al.. 2002: Koriazova and 

Montai. 2003; Krantz et al.. 2006; 

Menetrey et al.. 2005; Mere et al.. 2005)

Protéines de l’hôte OGR1

V-ATPase

Cofiline

(Ludwig et al.. 2003; M arshansky, 2007: 

O ser and Condeelis, 2009)

Présence d ’histidines dans le site de maturation du TGF|3

Les événements de protonation/déprotonation causés par les changements de pH 

peuvent influencer la structure globale des protéines. Ces changements conformationnels 

peuvent favoriser l’activation des protéines (Dillon et al., 2012), l’accessibilité d ’une 

enzyme pour un substrat (Kim et al., 2010) et également l ’affinité d ’un ligand à son 

récepteur (Kelly et al., 2002). De façon intéressante, plusieurs substrats de la furine 

possèdent des histidines à proximité ou directement au site de reconnaissance dibasique de 

la furine. Des facteurs de croissance, des métalloprotéases et des intégrines, tous des 

substrats potentiellement tumorigéniques, présentent des histidines au site de clivage de 

leur pro-domaine (la position « P » représente la position par rqpport au site de 

reconnaissance di-basique de la furine (Arg-X-X-Arg) où PI est l’arginine) (Tableau 9).
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Tableau 8. Sites de maturation de substrats de la furine et présence d'histidines.

Site(s) de maturation P6 P5 P4 P3 P2 PI P’ 1 P ’2

Facteurs de croissance

PDGF-D H D R K S K V D

VEGF-C H S I I R R S L

TG Fpl S S R H R R A L

BMP-4 H V R I S R S L

BMP-7 H F R S I R S T

NODAL G K R H R R H H

MT-MMPs

MT3-MMP H I R R K R Y A

ADAMs

ADAM17 V H R V K R R A

Intégrines

Intégrine a4 H V I S K R S T

Intégrine <x5 H H Q Q K R E A

Intégrine cc8 H L V R K R D V

Intégrine aV H L I T K R D L

* Position PI P2 P3 P4 représente le site dibasique de reconnaissance minimale par la furine 

(R-X-X-R)

La présence d’une histidine à la position P3 (dans le site de reconnaissance de la 

furine) et à la position P9 (distant du site de reconnaissance de la furine) du TGFp chez 

différentes espèces suggère un rôle important de cet acide aminé dans l’évolution (Tableau 

10). Étant donné les propriétés physico-chimiques de l’histidine, sa présence au site de 

maturation du TG Fpi suggère que l’environnement acide et basique pourrait influencer la 

capacité de clivage de la pro-protéine par la furine. De ce fait, différentes études ont 

démontré que la présence d’histidine au site de maturation de substrats de la furine 

favorisait le clivage de la pro-protéine dans des compartiments acides. Par exemple, une
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étude a démontré que la mutation de l’histidine en position P6 de l’intégrine (x4 par une 

alanine diminuait de trois fois sa capacité de maturation par la furine (Bergeron et al., 

2003). Une autre étude a démontré que l’histidine en position P6 de la pro-BMP4 était 

responsable d ’un clivage dépendant du pH. À pH neutre, l ’histidine déprotonée adopte une 

conformation qui masque le site de clivage tandis qu’à pH acide, cette conformation est 

détruite, ce qui permet le clivage par la furine (Degnin et al., 2004). Finalement, une étude 

récente a démontré que l’alcalinisation du TGN par des drogues lysosomotropiques inhibe 

la maturation du TGF(M (Basque et al., 2008). Ainsi, le microenvironnement acide semble 

favoriser le clivage de substrats de la furine, dont le TGF(3l, via la protonation d ’histidine 

au site de clivage protéolytique. Ceci suggère donc que la maturation du TGFP aurait lieu 

dans un compartiment acide et que l’acidification du milieu extracellulaire des cellules 

cancéreuses pourrait favoriser le clivage du pro-TG Fpl dans la voie de sécrétion ou dans 

un complexe protéique situé à la membrane plasmique.

Tableau 9. TG Fpi et présence d'histidines

Site(s) de maturation P9 P8 P7 P6 P5 P4 P3 P2 PI P ’1 P ’2

TG Fpl

Humain H L Q S S R H R R A L

Souris H L H S s R H R R A L

Rat H L H s s R H R R A L

Mouton H L H s s R H R R A L

Poisson H L T s - R K K R S T

Cochon H L H s s R II R R A L

Les histones déacétylases 

Historique

Le cancer est considéré comme le résultat d ’altérations génétiques et génomiques 

(Baylin and Jones, 2011; Boumber and Issa, 2011; You and Jones, 2012). Par exemple, des 

amplifications de gènes, des délétions et des mutations ponctuelles peuvent mener à 

l ’activation d ’oncogènes ou à la suppression de gènes suppresseurs de tumeurs (Goetsch et
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al., 2013; Katoh et al., 2013). Ainsi, l’expression inappropriée de gènes joue un rôle 

essentiel lors de la tumorigenèse. Par contre, le développement du cancer ne se restreint pas 

seulement aux changements génétiques, mais également aux modifications épigénétiques. 

Les modifications épigénétiques principales sont la méthylation de l’ADN (Shen and Laird, 

2013; Suzuki and Bird, 2008) et des modifications post-traductionnelles des histones 

(Barneda-Zahonero and Parra, 2012; Zentner and Henikoff, 2013). Par exemple, 

l’hyperméthylation des promoteurs de gènes suppresseurs de tumeurs est une modification 

qui a été intensivement étudiée durant les dernières années (Estecio and Issa, 2011; Kondo 

and Issa, 2010).

Il y a plus de 30 ans, Allfrey et ses collègues ont rapporté une forte corrélation entre 

les niveaux d ’acétylation des histones et la surexpression de gènes (Allfrey et al., 1964). 

Plus récemment, des études ont démontré des motifs aberrants dans la modification des 

histones lors du développement du cancer. En particulier, f  acétylation des résidus lysines 

des histones 3 et des histones 4 sont devenues les modifications les plus étudiées à ce jour 

(Drogaris et al., 2012; Fraga et al., 2005; Kouzarides, 2007).

Rôle des histones déacétylases

Les niveaux d ’acétylation de protéines sont le résultat d ’une balance entre l’activité 

des histones acétyl-transférases (HATs) et les histones déacétylases (HDACs). Les HATs 

transfèrent un groupement acétyle sur les résidus lysines conservés des histones, tandis que 

les HDACs catalysent le retrait d ’un groupement acétyle sur les résidus lysines des 

histones. La présence de lysines acétylées des histones se traduit par une relaxation locale 

de la chromatine, donc une accessibilité accrue des facteurs de régulation de l’ADN et une 

activation de la transcription (Figure 19). À l’opposé, le retrait de groupements acétyles 

mène à la condensation de la chromatine et la répression de la transcription (Iizuka and 

Smith, 2003; Johnstone, 2002).
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Figure (Intro)19. Modes d'action des HATs et HDACs sur la transcription génique

Les histones acétyl transférases (HATs) transfèrent un groupement acétyle sur les résidus 
lysines conservés des histones, créant une expansion locale de la chromatine et en une 
accessibilité accrue des protéines régulatrices de l’ADN qui favorisent une activation de la 
transcription. D ’autre part, les histones déacétylases (HDACs) catalysent le retrait d ’un 
groupement acétyle sur les résidus lysines des histones menant à une condensation de la 
chromatine et à une répression de la transcription. Tirée de (Mottet and Castronovo, 2008).

L’identification de la première HDAC a été rapportée par Taunton et ses collègues 

en 1996 (Taunton et al., 1996). Initialement, les HDACs étaient considérées comme des 

répresseurs transcriptionnels. La déacétylation des histones par les HDACs favorise 

l ’interaction ionique entre les histones positivement chargés et l’ADN négativement chargé, 

ce qui mène à une structure de la chromatine plus compacte et réprime la transcription en 

limitant l’accessibilité de la machinerie transcriptionnelle (Kurdistani and Grunstein, 2003; 

Roth et al., 2001; Struhl, 1998). Par contre, plusieurs évidences indiquent que les HDACs 

peuvent également activer la transcription (Jin et al., 2013; Sharma et al., 2007; Xu et al., 

2003). Le rôle ambivalent des HDACs peut être expliqué par plusieurs mécanismes. Par 

exemple, un gène peut être transcrit suite à une inactivation dépendante d ’une HDAC
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agissant sur un gène codant pour un répresseur transcriptionnel. De plus, la déacétylation 

des histones peut mener au remodelage de la chromatine, ce qui altère le recrutement de 

répresseurs de la transcription. D 'autres études démontrent que les HDACs peuvent réguler 

l’expression d’un éventail large de gènes par une interaction directe avec des facteurs de 

transcription tels que E2F, Stat3, p53, NF-kB et TFIIE (Ashburner et al., 2001; Harms and 

Chen, 2007; Lin et al., 2006; Yuan et al., 2005). Finalement, les HDACs sont impliquées 

dans la déacétylation de protéines non-histones, qui régulent des fonctions importantes de 

l’homéostasie cellulaire. Outres que les facteurs de transcription, celles-ci incluent des 

médiateurs de transduction du signal, des enzymes de réparation de l’ADN, des régulateurs 

de l’import nucléaire, des protéines chaperones, des protéines structurales, des médiateurs 

de l’inflammation et des protéines virales (Tableau 11). Ces substrats des HDACs sont 

indirectement impliqués dans de nombreuses voies de signalisation cellulaires qui 

contrôlent l ’expression de gènes, la régulation de la prolifération, la différenciation, la 

migration et la mort cellulaire (Bolden et al., 2013; Marks and Xu, 2009; Minucci and 

Pelicci, 2006; Reichert et al., 2012).



62

Tableau 10. Liste partielle des substrats des HDACs autres que les histones

Catégories Exemples de protéines

Motilité cellulaire a-tubuline

cortactine

Chaperones Hsp90

Hsp70

Facteurs de transcription et co-régulateurs GATA 1-2-3

p53

P?3

E 2F1-2-3

BCL-2

Rb

Structure de la chromatine HMG-A1, B l, B2, NI et N2 

SRY

Récepteurs nucléaires Récepteur de l’androgène 

Récepteur de glucocorticoïdes 

Récepteur a  de l’estrogène

Médiateurs de la signalisation Stat3

Smad7

P-caténine

Réparation de l’ADN Ku70

WRN

Import nucléaire Importine-a7

Médiateurs de l’inflammation HMGB1

Protéines virale El A

L-HDAg

S-HDAg

Tiré de (Marks and Xu, 2009)
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Classification des HDACs

Jusqu’à ce jour, 18 HDACs humaines ont été identifiées et sont sous-divisées en 

différentes classes selon leurs homologies avec leurs équivalents chez la levure. Les 

membres de la classe 1, homologue à Rpb3 chez la levure, contient les HDAC1, 2, 3 et 8 et 

sont strictement nucléaires (Fu et al., 2007). Les membres de la classe 2a et 2b sont 

homologue à la Hdal et comprennent les HDAC4, 5, 7 et 9 (classe 2a) et HDAC6 et 10 

(classe 2b). Ce groupe d ’HDAC peut voyager entre le noyau et le cytoplasme, ce qui 

suggère une implication dans la déacétylation de protéines non-histones (Verdin et al.,

2003). La HDAC11 est le seul membre de la classe 4 (Gao et al., 2002) alors que la classe 3 

inclut un groupe de protéines qui sont homologues à Sir2 de la levure. Cette classe 

comprend les sirtuines 1 à 7 (Sirtl-7) et ont différentes localisations cellulaires (Blander 

and Guarente, 2004; Trapp and Jung, 2006).



Tableau 11. Classification des HDACs et localisation cellulaire
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Classes Identification Localisation cellulaire

Classe 1 HDAC1 Noyau

HDAC2 Noyau

HDAC3 Noyau

HDAC8 Noyau

Classe 2a HDAC4 Noyau/Cytoplasme

HDAC5 Noyau/Cytoplasme

HDAC7 Noyau/C y topl as me

HDAC9 Noyau/Cytoplasme

Classe 2b HDAC6 Cytoplasme

HDAC 10 Cytoplasme

Classe 4 H D A C11 Noyau/Cytoplasme

Classe 3 Sirtl Noyau

Sirt2 Cytoplasme

Sirt3 Cytoplasme/Mitochondries

Sirt4 Mitochondries

Sirt5 Mitochondries

Sirt6 Noyau

Sirt7 Noyau

Tirée de (Lucio-Eterovic et al., 2008)

Les HDACs et le cancer

De nombreuses études suggèrent que la dérégulation de l’acétylation et de la 

déacétylation joue un rôle important dans la régulation anormale de gènes impliqués dans 

plusieurs formes de cancer (Barneda-Zahonero and Parra, 2012; Khan and La Thangue, 

2012; Muntean and Hess, 2009; Russo et al., 2013). L’hypo-acétylation résultant d ’une 

activité accrue des HDACs est reliée directement à l’initiation et à la progression de 

plusieurs tumeurs (Lehmann et al., 2009; Suzuki et al., 2009). Par exemple, l’expression 

accrue de la HDAC2 et la HDAC3 a été observée dans des tissus de tumeurs du sein 

aggressives (Muller et al., 2013). De plus, l’expression de HDAC1 et HDAC2 est élevée
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dans le cancer de la prostate (Halkidou et al., 2004), le cancer du poumon (Sasaki et al.,

2004), les tumeurs colorectales (Huang et al., 2005; Zhu et al., 2004) et le cancer de 

l'estomac (Song et al., 2005). Par contre, certaines évidences démontrent également que 

l’expression diminuée de certaines HDACs est une caractéristiques de certains types de 

cancer (Lucio-Eterovic et al., 2008; Niegisch et al., 2012). Au tableau 13, nous pouvons 

observer l’implication des différentes HDACs dans le cancer ainsi qu’un estimé de leur 

expression dans le cancer.
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Tableau 12. Implication des HDACs dans le cancer

Groupes Identification Implication Expression 

dans la 

tumeur

Classe 1 HDACI Indicateur de pronostique pour le cancer du 

poumon et du sain.

Surexprimé dans le cancer de la prostate, de 

l’estomac et du colon.

+

HDAC2 Surexprimée dans le cancer de l’estomac et 

du colon.

+

HDAC3 Surexprimée dans le cancer du poumon et 

plusieurs tumeurs solides.

+

HDAC8 K-O inhibe la croissance cellulaire dans 

plusieurs tumeurs humaines
-

Classe 4 HDACI 1 Inconnue

Classe 2 HDAC4 Inconnue +

HDAC5 Régulée à la baisse dans le cancer du colon et 

la leucémie myéloïde.

-

HDAC6 Pronostique ambigu dans le cancer du sein.

HDAC7 Inconnue

HDAC9 Inconnue

HDAC 10 Inconnue

Tiré de (Bertrand, 2010).

De plus, on estime qu’entre 2 et 17% des gènes exprimés dans le cancer sont régulés par les 

HDACs (Delia Ragione et al., 2001; Glaser et al., 2003; Mariadason et al., 2000; Mitsiades 

et al., 2004; Munster et al., 2001; Van Lint et al., 1996). De ces gènes, nombreux sont 

impliqués dans le cycle cellulaire et la croissance, la différenciation et l ’apoptose, 

l’angiogenèse, la migration cellulaire, l’invasion et la formation des métastases. Le 

développement d ’inhibiteurs pharmacologiques des HDACs (HDACi) permet donc d ’avoir
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des outils thérapeutiques ayant des mécanismes multiples pour induire l’arrêt de la 

tumorigenèse.

Tableau 13. Effets des inhibiteurs pharmacologiques des HDACs (HDACi) dans la 
tumorigenèse

Gènes
Inhibiteurs Types cellulaires

Effets des HDACi Références

Invasion MMP2

MMP9

TSA

VPA

TSA

VPA

(S)-2

-Carcinomes de 

l'œsophage

-HT-29

-Carcinomes de 

l’œsophage

-HT-29

-PC3

Baisse de l'expression 

Baisse de l'expression

(Laurenzana et 

al.. 2013; Papi et 

al., 2012; Wang 

et al.. 2013)

Suppresseurs 

de métastases

T1MP-I

RECK

(S)-2

belinostat 

(PXD101 )

TSA

PC3

Cellules pulmonaires 

humaine

Hausse de 

l’expression

Hausse de 

l’expression

(Laurenzana et 

al., 2013; Liu et 

al.. 2003; Qian 

et al.. 2008)

Angiogenèse VEGF 

VEGFR1-2 TSA

SAHA

HUVEC
Baisse de l ’expression 

Baisse de l'expression

(Deroanne et al.. 

2002)

Hypoxie pVHL
TSA HepG2

Hausse de 

l’expression 

(diminution de HIF- 

! a)

(Kim et al.. 

2001b)

Oncogènes Src

P53

NaB

TSA

SAHA

NaB

SW480

HT-29

HepG2

T47-D

HaCaT

Baisse de l’expression 

Baisse de l'expression

(Kim et al.. 

2001b;

Kostyniuk et al., 

2002)

(Yan et al.. 

2013)
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La HDAC6

Structure et fonctions de la HDAC6

La HDAC6 est un membre unique de la classe 2 parce qu'elle contient deux 

domaines catalytiques homologues qui sont entièrement fonctionnels et qui contribuent de 

façon indépendante à son activité globale (Figure 20). Elle contient également un domaine 

de liaison à l’ubiquitine dans sa région C-terminale et un domaine de liaison à la dynéine 

(Seigneurin-Berny et al., 2001). Ces deux domaines lui permettent d ’avoir des fonctions 

dans la dégradation de protéines et la formation des agrésomes. Contrairement aux autres 

HDACs, la HDAC6 est située de façon prédominante dans le cytoplasme et sa localisation 

est dictée par ses motifs NES et SE 14 (Valenzuela-Fernandez et al., 2008).

NES DD1 DD2 SE 14 ZnF-U B P

N uclear
exclusion Catalytic activity for:

a -tu b u lin
H sp90

cortactin

C ytoplasm ic U biqu itin  
a n ch o rin g  b in d in g

Figure (Intro) 20. Domaines fonctionnels de la HDAC6

La HDAC6 est la seule HDAC ayant 2 domaines catalytiques (DD1 et DD2). La tubuline, 
la cortactine et la Hsp90 sont des substrats de la HDAC6. Le signal d ’export nucléaire 
(NES) empêche l’accumulation de la protéine au noyau et le tétrapeptide contenant Ser-Glu 
(SE14) assure l ’ancrage stable de l’enzyme dans le cytoplasme. La région entre les deux 
domaines catalytiques est capable de lier la dynéine et le domaine de liaison à l’ubiquitine 
(Znf-UBP). Tirée de (Boyault et al., 2007).

Puisque la HDAC6 a une localisation cytoplasmique, celle-ci assure des fonctions 

de déacétylation des protéines non-histones. Plusieurs substrats ont été identifiés à ce jour 

ainsi que plusieurs partenaires de liaison (Tableau 15). La grande variété de substrats de la 

HDAC6 en fait une HDAC importante dans différentes fonctions biologiques et du fait 

même, sa dérégulation mène souvent à de nombreuses pathologies tel que le cancer 

(Aldana-Masangkay and Sakamoto, 2011).
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Tableau 14. Substrats de la HDAC6 et fonctions biologiques

Catégories Fonctions

Substrats a-tubuline

Cortactine

Hsp90

(3-caténine

Déacétylation de la tubuline :

-Migration cellulaire et chimiotaxie

-EMT : régulation de la signalisation de Smad3

-Formation des invadopodes

Déacétylation de la cortactine :

-Régulation de la migration cellulaire et liaison à la F-actine 

-Formation des invadopodes 

Déacétylation de Hsp90 :

-Clairance et dégradation des protéines mal repliées 

-Régulation des récepteurs glucorticoïdes et activation de la 

transcription

Déacétylation de la [3-caténine :

-Inhibe la phosphorylation de la P-caténine et son 

accumulation nucléaire

Protéines

d ’interaction

p97

mDia2

Ubiquitine

N F-kB

PP1

AAA-ATPase du protéasome associé au réticulum

endoplasmique

Maturation des ostéoclastes

Dégradation des protéines et endocytose

Facteur de transcription dans l’inflammation et la

croissance cellulaire

Phosphatase, régulation de l’interaction entre PP1 et Akt

Tiré de (Valenzuela-Fernandez et al., 2008) et (Li et al., 2008b; Rey et al., 2011; Shan et 

al., 2008)

La HDAC6 dans le cancer

Différentes études ont démontré un lien entre les niveaux d ’expression de la 

HDAC6 et le développement du cancer. Par exemple, les niveaux d ’expression élevés en 

ARN de tumeurs du sein corrèlent avec la taille de la tumeur (Zhang et al., 2004) et les
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niveaux d'expression de la HDAC6 sont plus élevés dans les tumeurs malignes de 

carcinomes des ovaires comparativement aux lésions bénignes (Bazzaro et al., 2008). La 

surexpression de la HDAC6 a également été observée dans les cas de leucémie myéloïde 

primaire aiguë (Bradbury et al., 2005). De plus, la surexpression de la HDAC6 est observée 

dans plusieurs lignées cellulaires cancéreuses et des modèles de tumeurs chez la souris. À 

titre d’exemple, la HDAC6 est surexprimée dans les lignées de carcinomes spinocellulaires 

oraux (Sakuma et al., 2006) ainsi que dans plusieurs lignées cellulaires exprimant 

l’oncogène Ras (Lee et al., 2008). Ainsi, la surexpression de la HDAC6 dans diverses 

tumeurs et lignées cellulaires cancéreuses suggère un rôle important pour cette enzyme 

dans le cancer. La surexpression de la HDAC6 et la grande quantité de substrats et de 

partenaires de liaison démontrent l’étendue des fonctions cellulaires auxquelles la HDAC6 

est associée. En effet, la HDAC6 est impliquée dans différentes étapes du développement 

du cancer. Elle est requise pour la transformation oncogénique, dans le cycle cellulaire et 

l’apoptose, la motilité cellulaire et la migration ainsi que dans la réponse transcriptionnelle 

et traductionnelle (Aldana-Masangkay and Sakamoto, 2011; Valenzuela-Fernandez et al., 

2008) (Tableau 16).
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Tableau 15. Vue d ’ensemble des rôles de la HDAC6 dans le cancer

Rôles Fonctions Références

Tumorigenèse L'activation de HSF1 contrôlée par l'expression de H DAC6  

est essentielle pour la croissance tumorale et le maintien du 

phénotype oncogénique en permettant la prolifération 

indépendante de l'ancrage des cellu les transformées.

(Dai et al.. 2007; 

Saji et al.. 2005)

Survie cellulaire La HDAC6 lie les aggrégats de protéines ubiquitinées et 

mène à l'activation de l ’agrésome 

L'inhibition de la H DAC6 induit l'apoptose

(Bazzaro et a l .  

2008; Garcia- 

M ata et al.. 

2002; Hideshima 

et al.. 2005)

Motilité cellulaire et 

métastases

La surexpression de la H D A C 6 augmente la motilité 

cellulaire

L ’inhibition de la HDAC6 influence la dynamique des 

microtubules

(H aggarty et al.. 

2005; Tran et al.. 

2007; Zilberm an 

et al.. 2009)

Réponse

transcriptionnelle

La HDAC6 déacétyle Hsp90 et prévient la maturation des 

récepteurs des androgènes et des glucocorticoïdes

(Ai et al., 2009; 

Kovacs et a l .

2005; Murphy et 
al.. 2005)

Réponse traductionnelle La H DAC6 forme un com plexe avec SG s et G3BP1 et 

supprime de façon réversible la traduction

(Kwon et a l .  

2007)

Activateurs de la HDAC6

Malgré les indications croissantes sur l ’implication de la HDAC6 dans le cancer, 

nous savons peu des mécanismes qui régissent l’activation de la HDAC6. Tout d ’abord, il a 

été démontré que le gène de la HDAC6 est régulé par l’estrogène (Inoue et al., 2002). 

L’estrogène joue un rôle important dans la croissance normale des glandes mammaires 

mais également dans le développement des cancers du sein dépendants de l’estrogène 

(Zhang et al., 2004). De plus, des facteurs de croissance tels que le TGFP et l ’EGF 

augmentent l’activité de la HDAC6 in vitro (Shan et al., 2008; W ang et al., 2010). La 

phosphorylation a été suggérée comme étant un mécanisme d ’activation de la HDAC6. Par 

exemple, une étude a démontré que la HDACI et 2 sont activées en hypoxie par la 

phosphorylation de résidus sérine par la CK-II (Pluemsampant et al., 2008). Des évidences 

récentes indiquent également que la HDAC6 est activée par sa phosphorylation. Il a été
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démontré que la phosphorylation de la tyrosine 570 par l’EGFR réduisait l’activité 

déacétylase de l'enzyme et augmentait les niveaux d ’acétylation de l’cx-tubuline (Deribe et 

al., 2009). Une autre étude a identifié la CK-II en tant que modulateur crucial de l’activité 

de la HDAC6 en phosphorylant la sérine 458. Cette phosphorylation augmente l’activité 

cytoplasmique de l’enzyme en régulant la formation et la clairance des aggrésomes en 

réponse au stress (Watabe and Nakaki, 2011). Ainsi, différents états de phosphorylation 

semblent induire des réponses différentes sur l’activité de la HDAC6. Par contre, plusieurs 

autres recherches sont nécessaires afin d ’établir et de clarifier les mécanismes d ’activation 

de la HDAC6.

HDAC6 et les microtubules

Le substrat le mieux caractérisé de la HDAC6 est l’a-tubuline. L ’a-tubuline et la P- 

tubuline forment des dimères qui polymérisent pour former des proto-filaments rigides, les 

microtubules. Les microtubules jouent un rôle dans le cycle de division cellulaire, le 

routage intracellulaire de protéines, la morphologie cellulaire, la motilité et la transduction 

du signal (Nogales, 2000). La HDAC6 déacétyle l’a-tubline par un processus qui requiert 

son deuxième domaine catalytique (DD2) ce qui résulte en une augmentation de la motilité 

cellulaire (Haggarty et al., 2003; Hubbert et al., 2002). En plus de son rôle dans la 

migration et la motilité cellulaire, il a été proposé que les microtubules régulent l’activité 

du TGFp en liant les Smads et en les séquestrant afin de contrôler l’association et la 

phosphorylation de ceux-ci par le TGFPR1 activé (Dong et al., 2000). Il a été démontré que 

la HDAC6 était un régulateur clé de l’EMT en régulant l ’activation et la translocation 

nucléaire de Smad3 (Shan et al., 2008). Cette étude a démontré l’implication de la HDAC6 

dans la régulation des gènes induits par le TGFp. L’inhibition de la HDAC6 réprimait 

l’expression de gènes inductibles par le TGFP via la stabilisation du réseau de tubuline et la 

séquestration de Smad3 empêchant celui-ci de transloquer au noyau. Ainsi, la déacétylation 

de la tubuline par la HDAC6 déstabilise les microfilaments et permet à la molécule Smad3 

d ’être recrutée et phosphorylée par le TGFPR1 et de transloquer au noyau pour induire la 

transcription des gènes cibles (Figure 21).
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Figure (Intro) 21. Rôle potentiel de la HDAC6 dans la régulation de l'activité du 
TGFP

Les Smads lient la tubuline et sont séquestrés dans le réseau de microtubules. Lorsque le 
TGFPR1 est activé, celui-ci recrute les Smads au récepteur où ils sont phosphorylés pour 
par la suite former un complexe qui va transloquer au noyau pour induire la transcription de 
gènes cibles. La HDAC6 déacétyle l’a-tubuline, ce qui déstabilise la structure des 
microtubules, et permet la déséquestration des Smads. Ceux-ci peuvent donc être recrutés 
au récepteur TGFPR1 et transloquer au noyau une fois phosphorylés.

HDAC6 et les invadopodes

Une seule étude a démontré l ’implication de la HDAC6 dans la formation des 

invadopodes (Rey et al., 2011). Cette étude a suggéré que l’inhibition de la HDAC6 

entraînait une hyperacétylation de l ’a-tubuline, donc une stabilisation des microtubules, ce 

qui interférait avec l’activité des invadopodes et empêchait la dégradation de la matrice. De 

plus, les chercheurs ont démontré que la cortactine, une composante essentielle à la 

formation des invadopodes, et également un substrat de la HDAC6, colocalise avec la
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HDAC6 en périphérie cellulaire. La déacétylation de la cortactine favorise son interaction 

avec la F-actine, ce qui suggère que la déacétylation de la cortactine est nécessaire afin de 

former le complexe de polymérisation de l’actine et induire la formation de l'invadopode. 

Par contre, les mécanismes précis de l’implication de la HDAC6 dans la formation des 

invadopodes restent inexplorés.
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OBJECTIFS DE L’ÉTUDE

Le microenvironnement hypoxique joue un rôle prédominant dans la cascade 

d ’invasion-métastases en favorisant l’expression de gènes qui vont permettre à la cellule 

cancéreuse de s’adapter et de tirer avantage de cette condition. Par l’intermédiaire du 

facteur de transcription HIF-1, la cellule cancéreuse va stratégiquement induire l’expression 

de gènes qui vont lui conférer des caractéristiques invasives. Des phénomènes post- 

transcriptionnels sont également influencés par l’hypoxie, mais nos connaissances 

concernant les mécanismes indépendants de la transcription génique sont assez limitées.

L’objectif principal mon projet de doctorat consistait donc à approfondir les 

mécanismes impliqués dans l’invasion cellulaire et la formation des invadopodes en 

hypoxie. Plus précisément, nos objectifs spécifiques étaient :

1. Étudier le rôle de l’hypoxie dans la localisation intracellulaire de la convertase de 

pro-protéines furine.

2. Étudier le rôle potentiel de la relocalisation stratégique de la furine en périphérie 

cellulaire dans la maturation de substrats tumorigéniques tels que le TGF[3.

3. Étudier les mécanismes hypoxiques qui régulent la formation des invadopodes en 

nous concentrant sur la production du TGF|3 bio-activable.

4. Étudier le rôle de la HDAC6, dans la régulation de la signalisation du TGFfL
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CHAPITRE 1: HYPOXIA ENHANCES CANCER CELL INVASION THROUGH  

RELOCALIZATION OF THE PROPROTEIN CONVERTASE FURIN FROM THE  

TRANS-GOLGI NETW ORK TO THE CELL SURFACE.

Dominique Arsenault, Fabrice Lucien and Claire M. Dubois 

Immunology Division, Department of Pediatrics, Faculty of Medicine and Health Sciences, 

Université de Sherbrooke, Sherbrooke, Québec, Canada, J1H 5N4.

Article publié dans la revue:

J Cell Physiol. 2012 Feb;227(2):789-800

Avant propos:

Plusieurs études démontrent que le microenvironnement hypoxique est associé à la 

progression tumorale en induisant l ’invasion des cellules cancéreuses qui mène à la 

formation des métastases. Ces études ont démontré le rôle de l’hypoxie dans l’induction de 

gènes impliqués dans le phénotype invasif des cellules cancéreuses. Par contre, la 

contribution des mécanismes post-transcriptionnels tels que le routage intracellulaire de 

protéines et l’activation des pro-protéines impliquées dans l’invasion cellulaire reste un 

domaine peu étudié. La convertase de pro-protéines furine, la principale enzyme de 

conversion de la voie de sécrétion, est localisée surtout au niveau du réseau trans-Golgi et 

la plupart des études suggèrent que la bio-activation des pro-protéines s ’effectue dans ce 

compartiment. Dans cette étude, nous démontrons que le microenvironnement hypoxique 

induit la relocalisation inattendue de la furine du réseau du trans-Golgi à une boucle de 

recyclage entre la membrane plasmique et les compartiments endosomaux et que cette 

relocalisation de l’enzyme est hautement régulée. Nos données démontrent que le 

mécanisme impliqué dans la redistribution de la furine en périphérie cellulaire utilise à la 

fois la GTPase Rab4 et l ’interaction avec la filamine-A, une protéine d ’ancrage au 

cytosquelette. En utilisant un mutant de la furine qui a perdu la capacité de s ’associer avec
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la filamine-A, nos données démontrent que la relocalisation membranaire de la furine est 

abolie ainsi que la capacité des cellules cancéreuses à migrer dans la matrice extracellulaire 

en réponse à l'hypoxie. Ainsi, nos observations supportent l’hypothèse voulant que 

l’hypoxie promeut la formation d ’un compartiment d ’activation de pro-protéines en 

périphérie cellulaire où la furine se relocalise afin d ’activer des substrats tumorigéniques.

Contribution de l’étudiant:

En ce qui concerne les travaux contenus dans le premier chapitre de cette thèse, 

Dominique Arsenault a activement contribué à l’écriture de cet article sous la supervision 

de sa directrice de thèse. Il a également participé à la conception du plan de recherche. 

L’étudiant a également réalisé toutes les expériences présentées dans ce chapitre et Fabrice 

Lucien a participé à quelques expériences afin de compléter des figures (figure 

supplémentaire 1).
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Membrane plasmique

Schéma 1 : Hypothèse du chapitre 1

La convertase de pro-protéines furine est localisée dans deux boucles de recyclage; entre le 
TGN et les endosomes précoces, et entre la membrane plasmique et les endosomes de 
recyclage. Il a été démontré que les cellules cancéreuses sont caractérisées par une 
augmentation de métalloprotéases et d ’intégrines à la surface cellulaire ainsi qu ’une 
surproduction de certains facteurs de croissance qui leurs confèrent un phénotype 
métastatique. De plus, des études récentes supportent le rôle de l’hypoxie dans la 
modification du routage intracellulaire de protéines. Ainsi, le microenvironnement 
hypoxique pourrait induire la relocalisation de la furine dans la boucle de recyclage entre la 
membrane plasmique et les endosomes de recyclage et favoriser son interaction avec des 
substrats impliqués dans l’invasion cellulaire.



ABSTRACT

Tumor hypoxia is strongly associated with malignant progression such as increased 

cell invasion and metastasis. Although the invasion-related genes affected by hypoxia have 

been well described, the contribution o f post-transcriptional mechanisms such as protein 

trafficking and proprotein processing associated with the hypoxic response remains poorly 

understood. The proprotein convertase furin, the major processing enzyme o f the secretory 

pathway, resides in the trans-Golgi network and most studies support a model where 

endogenous substrates are processed by furin within this compartment. Here, we report 

that hypoxia triggered an unexpected relocalization of furin from the trans-Golgi network to 

endosomomal compartments and the cell surface in cancer cells. Exposing these cells back 

to normoxic conditions reversed furin redistribution, suggesting that the tumor 

microenvironment modulates furin trafficking in a highly regulated manner. Assessment of 

the mechanisms involved revealed that both Rab4GTPase-dependent recycling and 

interaction of furin with the cytoskeletal anchoring protein, filamin-A, are essential for the 

cell surface relocalization of furin. Interference with the association of furin with filamin-A, 

prevented cell surface relocalization of furin and abolished the ability o f cancer cells to 

migrate in response to hypoxia. Our observations support the notion that hypoxia promotes 

the formation of a peripheral processing compartment where furin translocates for 

enhanced processing of proproteins involved in tumorigenesis.
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INTRODUCTION

Furin, an ubiquitously expressed member o f the subtilisin-like proprotein convertase 

(PC) family, is involved in prodomain cleavage of many proproteins traveling along the 

constitutive secretory pathway. The biological importance of this endoprotease stems from 

its crucial role in the generation of bioactive proteins involved in physiological as well as 

pathological settings, such as cancer progression (Bassi et al., 2005). This property has 

been linked to its ability to activate a wide range o f cancer-promoting factors that include 

adhesion molecules, growth factors, growth factor receptors, and metalloproteinases (Bassi 

et al., 2005; Bontemps et al., 2007; Khatib et al., 2005). Furin is mostly a trans-Golgi 

network (TGN) resident protein (Bosshart et al., 1994; Chapman and Munro, 1994; Molloy 

et al., 1994; Shapiro et al., 1997). However, its ability to process a broad range of 

substrates is facilitated by its ubiquitous expression and, possibly, by the fact that a 

proportion of the furin molecules cycles between the TGN and the cell surface.

Cancer progression and metastatic dissemination require that cancer cells migrate and 

penetrate through the extracellular tissues. A process that is facilitated by proteolytic events 

that occur at discrete regions of the plasma membrane rich in metalloproteases and 

integrins in contact with the extracellular matrix (ECM). The expression of the active form 

of MT1-MMP and integrins at the cell surface of invasive cells has been shown to be a key 

step in cell invasion and metastasis (Belien et al., 1999; Hotary et al., 2000; Sato et al., 

1997). In this context, it has been proposed that MT1-MMP and integrin precursors are 

processed by furin in the TGN/secretory pathway. However, different studies have shown 

that the unprocessed form of MT1-MMP (pro-M Tl-M M P) localizes at the plasma 

membrane of cancer cells (Sato et al., 1994; Sternlicht and Werb, 2001) and that furin 

interacts with proM Tl-M M P and integrin aV at specialized domains o f renal cell plasma 

membrane (Mayer et al., 2003). In addition, the processing o f the integrin a4  chain by furin 

was shown to be restricted to acidic compartments such as endosomes (Bergeron et al., 

2003). Therefore, it would appear that some proprotein substrates can escape, at least in 

part, furin processing at the TGN, and are processed in the endosomal compartment or at 

the cell surface. This implies that furin processing activity and trafficking to the cell surface 

might be increased in tumor cells in order to meet the processing demand.
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Previous studies have proposed a model to explain the mechanism by which furin 

cycles between the cell surface and the TGN. In this model, furin trafficking includes two 

local recycling loops -  one at the TGN and one at the cell surface/early endosome (Thomas, 

2002). Efficient recycling depends on sequence motifs within furin cytoplasmic domain 

that promotes interaction with the adaptor protein com plex-1 (AP-1) and -2 (AP-2), 

resulting in sorting/internalization into clathrin-coated vesicles (Crump et al., 2001; 

Teuchert et al., 1999; Wan et al., 1998). Once inside early endosomes, furin can be 

dephosphorylated by phosphatases and delivered to the TGN (Molloy et al., 1998). On the 

other hand, casein kinase 2 (CK2) phosphorylates furin for its recycling back to the plasma 

membrane (Jones et al., 1995). Furthermore, a VY750 motif allows direct interaction of furin 

with filamin-A, a subcortical actin binding protein involved in cell migration and signaling. 

This interaction tethers furin at the cell surface in addition to regulating its endocytic rate 

(Liu et al., 1997).

One characteristic of solid tumors that profoundly influences cancer cell invasion is 

the low oxygen tension (hypoxia) found within the tumor microenvironment. In fact, low 

pÛ2 tension within a neoplastic lesion is considered as a metastasis switch that selects for 

the survival of aggressive, highly invasive cells that have the propensity to metastasize 

(Gort et al., 2008). Previous studies of the mechanisms by which hypoxia stimulates tumor 

cell invasion have focused largely on the ability of hypoxia-inducible factor 1 (H IF -1 ) to 

stimulate the transcription o f a variety o f genes including the invasion facilitating proteases, 

such as furin, and protease receptors (Krishnamachary et al., 2003; McMahon et al., 2005). 

Recent evidence indicates that additional regulatory processes that involved protein 

localization and trafficking might also be involved. For example, Rabl lGTPase-mediated 

vesicle transport was found to be a target of hypoxic stimulation that facilitated the 

transport of a6f)4 integrin from the perinuclear region to the plasma membrane (Yoon et al.,

2005). In addition, hypoxia was shown to enhance avp3 integrin plasma membrane 

localization and invasion of melanoma cells (Cowden Dahl et al., 2005). Moreover, a 

proteomic study revealed an enrichment o f protein trafficking and targeting in hippocampus 

tissues after a global hypoxic stress (Van Elzen et al., 2010). These findings imply that the
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hypoxic tumor microenvironment may have an impact on the cellular invasion process by 

altering the transport and recycling of cell-surface proteins.

In this report, we present evidence that hypoxia induces the relocalization of the 

proprotein convertase furin from the TGN to Rab4+ recycling endosomes and the cell 

surface in fibrosarcoma cells. Interference within this recycling loop, using a furin plasma 

membrane tethering mutant, abolished hypoxia-driven cell invasion, showing the 

contribution of this process to tumorigenenic events.

MATERIALS AND METHODS 

Antibodies and reagents

Antibodies used for immunofluorescence (IF) microscopy or Western blotting (WB) 

were used at the indicated dilutions: mouse anti-filamin-A (IF 1:200; WB 1:1000) 

(Chemicon International, Temecula, CA, USA), sheep anti-TGN46 (IF 1:200) (AbD 

Serotec, Kidlington, Oxford, UK), rabbit anti-caveolin-1 (IF 1:500; WB 1:1000) (Santa 

Cruz Biotechnology, Santa Cruz, CA, USA), mouse anti-clathrin (IF 1:200; WB 1:1000) 

and rabbit anti-furin (IF 1:200) (ABR Affinity BioReagents, Golden, CO, USA). Oregon- 

488-conjugated phalloïdin, Dil and 4 ’,6-diamidino-2-phenylindole dilactate (DAPI) were 

from Molecular Probes (Eugene, OR, USA), rabbit anti-HA antibody (IF 1:200) was from 

Sigma-Aldrich (St-Louis, MO, USA). The following reagents were used at the indicated 

concentrations: chlorpromazine (5 pM), cytochalazine D (10 pM) and methyl-P- 

cyclodextrin (MfiCD) (300 pM) were from Sigma-Aldrich. Secondary anti-mouse- 

conjugated horseradish peroxidase (HRP) and anti-rabbit-conjugated HRP were obtained 

from Amersham Biosciences (Amersham, Buckinghamshire, UK.) All other secondary 

antibodies for IF were from Santa Cruz Biotechnology. Hypoxyprobe™ -1 kit was 

purchased from Chemicon International.

Plasmids

pGEM7ZF-hfur was a generous gift of Dr. Gary Thomas (Vollum Institute, Portland, 

Oregon, USA). pGEM7ZF-hfur was digested with EcoRI and EcoICRI and inserted into
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pcDNA3 (Promega, Madison, WI, USA) digested with EcoRI and EcoRV. pcDNA3-hfur 

was then digested with Hindlll and Mlul and inserted into pGFP2 plasmid (BioSignal 

Packard, Montreal, QC, CANADA). pGFP2-hfur was then digested with M lul and EcoRV 

and ligated into pcDNA3 to obtain pcDNA3-GFP-furin. pcDNA3-GFP-fur-VA750 was 

produced by point mutation in the pcDNA3-GFP-furin using the 3 PCR technique with the 

following primer 5 -GGGGTGAAGGTGGCCACCATGGACCGTGGC. HA-Rabl 1-WT, 

H A -RabllS25N  HA-Rab4-WT and HA-Rab4N123I plasmids were a generous gift of Dr 

Jean-Luc Parent (Theriault et al., 2004).

Cell culture and transfection

Fibrosarcoma H T-1080 cells were obtained from the American Type Culture 

Collection (ATCC, Rockville, MD, USA). Cells were cultured in complete media 

consisting of minimal essential medium (Invitrogen, Carlsbad, CA, USA) supplemented 

with 10% fetal bovine serum. H T-1080 cells were stably transfected with a C-terminal 

eGFP-tagged furin or pcDNA3-hfur using the TransIT®-LTl Transfection Reagent 

(Mirrus, Madison, WI, USA) according to the m anufacturer’s instructions. All stably 

transfected cells were maintained in complete media containing G-418 (600 pg/ml) as a 

selecting agent. Cell populations expressing low levels o f eGFP-tagged furin were enriched 

using a Vantage fluorescence-activated cell Sorter (FACS) (Becton-Dickinson, San Jose, 

CA, USA). Hypoxic conditions were used as follows. Cells were serum-starved and placed 

in a sealed humidified chamber maintained at 1% 0 2, 5% C 0 2 and balanced in N2 for 

different periods of time, as indicated legends o f the figures.

Immunofluorescence staining

Cells were seeded at a density of 50 X 103 cells/cm2 in circular 15-mm diameter glass 

coverslips coated with type IV collagen (0.1 mg/mL). The coverslips were placed in 12- 

well plates and incubated for 24 h. The cells were serum starved for 3 h prior to exposure to 

normoxic or hypoxic conditions for 4 h. All agents were added 30 min before exposure. 

Following incubations, the cells were washed with PBS, fixed with 2% paraformaldehyde 

(30 min, 4°C) permeabilized with 0.05% saponin, and immunostained for 2 h with the
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primary antibody. The cells were then washed and incubated with Rhodamine Red X- or 

TRITC-labeled secondary antibodies at 4°C for 1 h. Incubation with Dil, a cell membrane 

labeling reagent, were done at 4°C for 15 min at a concentration of 10 pg/mL in BSA (2%). 

As a negative control, species- and isotype-matched immunoglobulin G were used instead 

of the primary antibody.

Confocal microscopy

Cells were examined with a scanning confocal microscope (FV1000, Olympus, 

Tokyo, Japan) equipped with an inverted microscope and a 63X oil immersion objective 

(Olympus). Specimens were laser-excited at 488 nm (40 mW argon laser) and 563 nm 

(helium-neon laser). In order to avoid cross-over between the emitted eGFP and rhodamine 

fluorescence, they were collected sequentially at wavelengths 525-550 and >590 nm, 

respectively. Serial horizontal optical sections o f 512 x 512 pixels with 2 times line 

averaging were taken at 0.1 1 pm intervals through the entire thickness of the cell (optical 

resolution: lateral - 0.18 mm; axial - 0.25 pm). Images were acquired during the same day, 

typically from 10 cells of similar size from each experimental condition under identical 

settings.

Image analysis and quantitative measurements

In the case of eGFP/Rhodamine-RedX merged fluorescence images, dot 

fluorograms were obtained by plotting pixel values of each marker in the vertical and 

horizontal axes, respectively. Thresholds were determined using single markers and noise 

and background were removed. Quadrant markers were adjusted forming background (C), 

red-only (D), green-only (A) and colocalization areas (B). Colocalization index were 

calculated as (B)/(B+D), and % of colocalization as (B)/(B+D) X 100, according to 

Manders et al. (Manders et al. 1993). For plasma membrane furin quantification, only the 

basal cell surface layer (first layer in contact with the matrix) was scanned and furin and 

plasma membrane colocalization index were calculated as described above. To determine 

fluorescence quantification, images were processed for a total of 35 slices per cell on 10 

size-matched cells for each experimental condition, and experiments were performed at 

least three times. Images were shown in pseudo-color, according to their original
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fluorochromes, merged (FluoView software (Olympus), then cropped and assembled 

(Adobe Photoshop software, Adobe Systems, Mountain View, CA, USA).

Western blots

Cells (1 X 106per 100-mm petri dishes) were incubated overnight and serum-starved 

for 3 to 4 h prior to exposure to normoxic (21% O 2) or hypoxic (1% 0 2) conditions for 16 

h. The cells were washed in ice-cold PBS and lysed with a M-RIPA lysis buffer (50 mM 

Tris-HCl pH 7.4, 150 mM NaCl, 0.1% Na-deoxycholate, 8 mM EDTA pH 8.0, 10% NP-40 

and complete mini EDTA-free protease inhibitor cocktail tablets (Roche, Indianapolis, IN, 

USA). Immunoblotting was performed as described (Blanchette et al., 2001).

Co-immunoprecipitation experiments

H T-1080 cells (2X107per 150-mm petri dishes) were incubated overnight and serum 

starved 3 to 4 h prior to stimulation under normoxic (21% O2) or hypoxic (1% 0 2) 

conditions for 16 h. Cells were then washed with ice-cold PBS, then lysed with NP-40 

phosphate buffer (1% NP-40, 150 mM NaCl, 10 mM sodium phosphate, complete mini 

EDTA-free protease inhibitor cocktail tablet (Roche Applied Science). One mg total protein 

was immunoprecipitated with anti-furin antibody PA 1-062 (1:100) and blotted with anti- 

filamin-A antibody (1:500), clathrin antibody ( 1:1000) or anti-caveolin-1 antibody ( 1:1000) 

as described in the Western blot section.

3D invasion assays

Collagen type I matrix was prepared as follows: Aliquots (50 pL) of agarose 

containing 10% FBS were deposited in 96 well culture plates. Aliquots (50 pL) of fibrillar 

collagen type I (3 mg/mL) (R&D Systems, Minneapolis, MN, USA) were then prepared 

following the manufacturer’s instructions and layered on top of the agarose layer. Cells 

(2X104/100 pi of MEM) were serum-starved overnight, deposited on top of the collagen 

layer and incubated for 24 h under normoxic or hypoxic conditions. The cells were then 

labeled with CellTrace1M Calcein Green AM (Invitrogen, Carlsbad, CA, USA) 1 h prior to 

the end of incubation. The cells were then washed with PBS and fixed with 3% 

glutaraldehyde for 30 min followed by confocal microscopy analysis using a FV1000
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Olympus confocal microscope. Collagen matrix pellets were scanned along the Z-axis. 

Cells that had invaded the collagen gel were imaged and quantitated at each 5 pm layers 

within the gel. Cell invasion was expressed as a ratio of the fluorescence intensity of each 5 

pm layer/ fluorescence intensity of the top 5 pm layer (non invading cells).

Cell-surface furin activity assay

The assay developed by Hobson et al. (Hobson et al., 2006) was used for 

measurement of cell-surface furin activity. Briefly, 4 X 104 HT-1080-eGFP-fur cells were 

seeded in 96 well plates coated with collagen type IV (3 mg/mL). The cells were allowed 

to grow for 2 days prior to exposure to hypoxic conditions (1% O.) for 4 h. Cells were then 

incubated with the antrax toxin protective antigen mutant PrAg-33 (26 nM) and the anthrax 

toxin lethal factor fused to p-lactosidase (LF-P-lac) (90 nM) for 1 h under normoxic or 

hypoxic conditions. As a negative control, cells were incubated without PrAg-33. The cells 

were then washed and loaded with the CCF2/AM substrate (Invitrogen), according to the 

manufacturer’s instructions. The cells were analyzed under confocal microscopy and 

excited at 409 nm. An intact molecule o f CCF2/AM emits fluorescence at 520 nm (green 

light). Hydrolysis of CCF2/AM by p-lactamase leads to emitted fluorescence at 450 nm 

(blue light). Thus, after excitation at 409 nm, cells with cell-surface furin activity are 

emitting blue light, whereas cells with no activity are emitting green light. Results are 

presented as cell-surface activity index that corresponds to the ratio of fluorescence 

intensities (450 nm/520 nm values).

In vivo tumor growth

In vivo studies were carried out in accordance with the guidelines of the local 

Institutional animal care facility. HT-1080 cells (1 x 106 cells/100 pi PBS) were injected 

subcutaneously into the flanks o f 5- to 7-week-old female CD1 nude mice. When tumors 

reached approximately 1,000 mm3, pimonidazole was injected intraperitoneally (60 mg/kg) 

1 h before excision of the tumors. Tumors were Fixed in 10% formalin and primary 

antibodies for pimonidazole, furin, and/or TGN were applied to paraffin-embedded tumor 

sections and signals visualized using biotinylated secondary antibodies (Jackson 

ImmunoResearch, West Grove, PA) and either the peroxidase technique (Sigma-Aldrich)
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or the alkaline phosphatase technique (Dako Cytomation K0391) according to the 

manufacturer’s instructions or fluorochrome-labeled secondary antibodies.

Statistical analysis

Unpaired Student's t -test was used to assess statistical significance. A p  -value of 

< 0.05 was considered significant.

RESULTS 

Hypoxia triggers the relocalization o f furin to the basal plasma membrane

A furinGFP fusion construct was generated to investigate furin trafficking in 

normoxic and hypoxic cells. Based on the knowledge that the C-terminal domain of furin 

contains the motifs involved in its trafficking (Schafer et al., 1995), we inserted a flexible 

proline-rich 25 amino acid linker between the C-terminal residue of furin and the N- 

terminal residue of GFP. This furinGFP construct was transfected into H T -1080 

fibrosarcoma cells and its subcellular distribution was observed by confocal microscopy. 

Earlier reports have shown that furin mainly localized to the trans-Golgi network (TGN) 

(Molloy et al., 1994). Likewise, our results indicated that furinGFP expressed in H T -1080 

cells was distributed at the perinuclear region that colocalizes with the TGN marker, TGN- 

46 (Fig. 1A). A similar colocalization was observed with cells expressing untagged furin 

(Supplementary Fig. 1A). Previous reports, including our own, have demonstrated that 

furin processes/activates various proproteins that are critically involved in cell invasion 

(Khatib et al., 2005; McMahon et al., 2005). We therefore measured the activity of 

furinGFP and compared it to that of untagged furin in a cell invasion assay. When seeded 

on top of type 1 collagen gels, both H T -1080 cells overexpressing furinGFP or untagged 

furin displayed an enhanced ability to migrate as seen by the increased proportion of cells 

that invaded the collagen gels as well as the increase in maximal invasion depth, compared 

to untransfected cells (supplementary Fig. 1C,D). FurinGFP cells were more invasive than 

cells overexpressing untagged furin (HT-1080-hfur), which is consistent with further 

enrichment of this particular cell population through cell sorting. Taken together, these
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results demonstrate that furinGFP is a suitable reporter protein that could be used in 

experiments of furin localization and function.
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Figure (Chapitre 1) : Hypoxia triggers furin relocalization to the basal plasma 
membrane

HT-1080-eGFPfur cells were seeded on collagen type IV-coated slides and cultured in 
normoxic or hypoxic chambers for 4 h. (A) Micrographs of furin (eGFP), TGN (TGN46; 
red) and merged images. The associated graph shows the percentage o f furin with TGN as 
described under Materials and Methods. (B) Micrographs of furin (eGFP), plasma 
membranes (Dil: red) and merged images (binary mask-overlay). The associated graph 
shows furin with the basal plasma membrane. The index was calculated as described under 
Materials and Methods. (C) Three-dimensional reconstruction of a normoxic or hypoxic 
cell showing furin relocalization to the plasma membrane. Large central images show the 
basal plasma membrane of the cells, inset squares represent the middle section of the cells 
and horizontal and vertical Z-axis are shown for each cell. Column, mean; bar, SE; BPM, 
basal plasma membrane; ** P = 0.003, *** P < 0.0001 ; scale bars correspond to 5 pm.

To examine the influence of hypoxia on furin localization, furinGFP FIT-1080 cells 

were exposed to standard (21%) or low (1%)  oxygen concentration. Furin localization was 

observed and quantitated by confocal microscopy. In contrast to furin localization to the 

TGN in normoxia, exposure of the cells to 1% CL for 4 h, resulted in a significant decrease 

in colocalization o f furin and TGN-46, together with a dispersion of small furin-containing 

vesicles throughout the cytoplasm (Fig. 1A). Co-staining with the cell membrane labeling 

reagent Dil, revealed an increased redistribution of furin to the basal plasma membrane 

(Fig. IB). A similar redistribution was observed in the case of untagged furin 

(supplementary Fig. IB). To determine whether the relocalization o f furin was polarized 

toward the plasma membrane, an image projection was produced by stacking each o f the 

individual ^-sections of the two fluorescent probes into one image, resulting in a three- 

dimensional (3D) representation and an overlay of both furin and cell membrane staining. 

Furin in hypoxic cells was redistributed mainly toward the basal plasma membrane (bottom 

of the cell), with fewer staining present at the top of the cell (Fig. 1C). These changes in 

furin redistribution were not due to cell alterations such as decrease in cell viability and/or 

general impairments in cell trafficking mechanisms. Indeed, H T-1080 cells exhibit no 

significant increase in cell death as determined by trypan blue staining (data not shown). 

Moreover, re-exposition of the cell culture resulted in a rapid (30 min) relocalization of 

furin back to perinuclear TGN-46 positive location (Fig. 2A,B). Also, Western blot analysis 

of furin overexpressing cell lysates showed no changes within the relative proportion o f the 

proform and the mature form of furin (supplementary Fig.2). Because the multistep process
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of furin activation, through excision of the propeptide, necessitates correct routing of the 

enzyme within the TGN/endosomal system (Anderson et al., 1997), it also suggests that the 

biosynthetic pathway is not altered by hypoxia.
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Figure (Chapitre 1) 1. Furin cycles back to the TGN after reoxygenation of hypoxic 
cells

Cells were cultured in normoxic or hypoxic chambers for 4 h followed by reoxygenation 
(21%) for the indicated time-period. (A) M erged image of micrographs of furin (eGFP), 
TGN (TGN-46; red) and nucleus (DAPI; blue). (B) Graph showing the percentage of furin 
with TGN as described under Materials and Methods. Column, mean; bar, SE; * P= 0.01, 
** p  = 0.004; scale bars correspond to 5 Jim.

To ensure that furin at the cell surface was active, we used a modified anthrax toxin 

activity assay (Hobson et al., 2006). This assay takes advantage of the absolute requirement 

for endoproteolytic cleavage of cell surface-bound anthrax toxin protective antigen (PrAg) 

by cell-surface furin for its capacity to translocate an anthrax toxin lethal factor-p- 

lactamase fusion protein (LF-P-Lac) to the cytoplasm. H T-1080 cells were maintained for 4 

h under normoxia or hypoxia, incubated with LF-P-Lac alone or in the presence of PrAg, 

and cells were loaded with the fluorogenic P-Lac substrate CCF2/AM. Assessment of the 

activity of internalized LF-P-Lac was performed by confocal microscopy. A larger number 

o f cells exposed to hypoxic conditions emitted a blue fluorescence, indicating cleavage of
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the CCF2/AM substrate and thereby activity of cell-surface furin, as compared to cells 

maintained under normoxic conditions (Fig. 3A). Results represented as cell-surface 

activity index (450nm/520nm values), revealed a 2-fold increase in the activity of cell- 

surface furin in cells exposed to hypoxic conditions (Fig. 3B).

Figure (Chapitre 1) 2. Ceil surface-associated furin is active

A modified Antrax cell-surface furin activity assay was performed as described under 
Materials and Methods. (A) Representative confocal microscopy images of CCF2-AM 
substrate emission. Emission at 450 nm (blue) corresponds to hydrolysis of CCF2-AM. 
Emission at 520 nm corresponds to intact CCF2-AM. (B) Cell-surface activity index of 
furin activity in normoxic and hypoxic cell. *** P < 0.0001.

Furin internalization in hypoxic cells involves both clathrin and lipid raft pathways

Regulation of the cell-surface expression levels of many proteins is mediated by 

endocytosis and routing through recycling endosomes (Fletcher and Rappoport, 2009), so 

our next step was to determine the involvement o f these pathways in furin relocalization. 

Two main endocytic pathways have been well characterized in cells, the clathrin-dependent 

and the caveolae-mediated endocytic pathways (Grant and Donaldson, 2009). To define the 

involvement of these pathways in furin endocytosis, H T-1080 cells were maintained in

A
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normoxia or hypoxia for 4 h and labeled for clathrin and caveolin-1. Confocal analysis 

revealed that in hypoxic cells, furin colocalized with clathrin and caveolin-1 in areas of 

plasma membrane invaginations/protrusions. Under normoxia, furin did not colocalized 

with caveolin-1 and the majority of furin-clathrin was observed at the trans-Golgi/late 

endosomes (Fig. 4A,B). Results from co-immunoprecipitation experiments indicated that 

the interactions between furin and caveolin-1 were drastically increased in hypoxia whereas 

a modest increase in clathrin co-immunoprecipitation was observed (Fig. 4C). To further 

investigate the relationship between these endocytosis pathways and furin internalization, 

we examined the effect of chlorpromazine, a blocker of clathrin-mediated endocytosis 

(Wang et al., 1993), and methyl P-cyclodextrin that is known to disrupt lipid raft-mediated 

endocytosis through cholesterol depletion (Rodai et al., 1999) on the accumulation of furin 

at the basal plasma membrane. The chlorpromazine treatment significantly increased basal 

plasma membrane accumulation of furin under both normoxia and hypoxia, whereas 

M|3CD treatment caused enhancement o f furin accumulation only in hypoxic cells. 

Therefore, while the major route of furin internalization involves clathrin-dependent 

endocytosis in normoxic H T-1080 cells, an additional caveolae/raft-mediated endocytosis 

pathway seems to be activated by hypoxia.
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Figure (Chapitre 1)3 . Furin internalization in hypoxic cells involves both clathrin and 
lipid rafts

Cells were seeded on collagen type IV-coated slides, cultured in normoxic or hypoxic 
chambers for 4 h. (A) Micrographs of furin (eGFP), clathrin (red) and merged images. (B) 
Micrographs of furin (eGFP), caveolin-1 (red) and merged images. (C) Co- 
immunoprecipitation of furin with clathrin and caveolin-1 in H T-1080 cells incubated in 
normoxia or hypoxia. (D) Graph showing the percentage o f furin with the basal plasma 
membrane. Cells were seeded on collagen type IV-coated slides, left either untreated 
(control; CTL) or pretreated with MpCD (300 pM) or chlorpromazine (5 pM) prior to 
culture in normoxic or hypoxic chambers for 4 h. Cells were then labeled with Dil 
processed for confocal microscopy and fluorogram analysis were performed as described 
under Materials and Methods. Column, mean; bar, SE; BPM, basal plasma membrane; * P 
< 0.04; scale bars correspond to 5 pm.

The increase in cell-surface furin involves a Rab4 recycling pathway

Internalized proteins can be recycled back to the plasma membrane by two main 

GTPase associated pathways. These involve a short and rapid loop pathway from early 

endosomes to the plasma membrane via Rab4, and a Rab 11 -dependent long-loop pathway 

from the perinuclear recycling endosomes to the plasma membrane. To study the potential 

involvement of these pathways in hypoxia-induced cell-surface furin expression, H T-1080 

cells were transfected with wild type Rab4 or Rab 11 GTPases and incubated under 

normoxic or hypoxic conditions. Results indicated that furin colocalized with both Rab4 

and Rab 11 at perinuclear areas in normoxic and hypoxic cells. Moreover, significant 

colocalization between furin and Rab4, but not Rab 11, was observed at the periphery of 

hypoxic cells (Fig. 5A,B). To define the implication of these recycling pathways in cell- 

surface furin expression, H T-1080 cells were transfected with dominant negative forms of 

either Rab4 (Rab4N123I, which is unable to bind to guanosine nucleotides (Cormont et al., 

1996) or Rabl 1 (Rabl 1S25N, which preferentially binds guanosine diphosphate (Ullrich et 

al., 1996), followed by quantification of basal plasma membrane-associated furin. 

Overexpression of Rab4WT increased the amounts o f plasma membrane-associated furin in 

normoxic cells, mimicking the effect o f hypoxia on furin relocalization (Fig.SC), 

Conversely, overexpression of Rab4N123I significantly decreased the amounts of plasma 

membrane-associated furin in hypoxic cells. In contrast, overexpression of R ab llW T  or 

R abllS25N  had no impact on plasma membrane associated furin accumulation in
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normoxic or hypoxic cells. These observations suggested that the Rab 4 recycling pathway 

was involved in the increased plasma membrane expression of furin in response to hypoxia.
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Figure (Chapitre 1 ) 4. Recycling of furin to the plasma membrane involves Rab4

Cells were transfected with HA-Rab4WT or H A -R abllW T , seeded on collagen type IV- 
coated slides, and cultured in normoxic or hypoxic chambers for 4 h. (A) Micrographs of 
furin (eGFP), Rab4 (HA; red) and merged images. (B) Micrographs o f furin (eGFP), Rabl 1 
(HA; red) and merged images. (C) Graph showing the percentage of furin with the basal 
plasma membrane. Cells were transfected with HA-Rab4WT, or HA-Rab4N123I, or HA- 
R abllW T , or HA-Rabl 1S25N, cultured in normoxic or hypoxic chambers for 4 h and 
labeled with Dil. Fluorogram analyses were performed as described under Materials and 
Methods. Column, mean; bar, SE; BPM, basal plasma membrane; * P = 0.02, ** P < 0.005; 
scale bars correspond to 5 pm.

Disruption of furin-filamin A interaction impairs furin relocalization to the cell 

periphery.

Furin was shown to associate with the underlying actin cytoskeleton by direct 

association with the subcortical actin-binding protein, filamin A (FLNA). FLNA, which 

serves as a docking site for various cell receptors, has been shown to tether furin to the cell 

surface (Liu et al., 1997). To define the implication of the actin cytoskeleton in furin 

relocalization under hypoxic conditions, cells were treated with cytochalasin D and exposed 

to normoxia or hypoxia. Disruption of the actin cytoskeleton was found to impair furin 

redistibution to the cell periphery in hypoxic cells (data not shown). Colocalization and co- 

immunoprecipitation experiments were done to determine whether furin relocalization 

under hypoxia involved its interaction with FLNA. Data showed that in hypoxic cells, furin 

was redistributed to regions enriched in FLNA, whereas little or no FLNA colocalization 

was observed in normoxic cells (Fig. 6C). In addition, hypoxic treatments resulted in a 

large increase in FLNA-furin association (Fig. 6B).

The cytoplasmic tail of furin embodies a dipeptidic sequence (VY750) that is 

essential for its interaction with FLNA (Liu et al., 1997). We investigated the effect of 

over-expressing either wild type furin or a mutated furin (furVA750) where the FLNA 

binding site was disrupted. Disruption o f the furin-FLNA interactions m otif impaired furin 

redistribution to the cell periphery and abolished furin relocalization to the basal plasma 

membrane (Fig. 6C) in H T-1080 cells. These results indicated that tethering of furin by 

FLNA was a necessary event in the process o f furin relocalization to the basal plasma 

membrane under hypoxia.
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Figure (Chapitre 1) 5. Filamin-A is essential for hypoxia-driven relocalization of furin 
to the plasma membrane

Cells were seeded on collagen type IV-coated slides and cultured in normoxic or hypoxic 
chambers for 4 h. (A) Micrographs of furin (eGFP), filamin-A (red) and merged images. 
(B) Co-immunoprecipitation of furin and filamin-A in normoxic or hypoxic cells. (C) 
Graph showing the percentage of furin with the basal plasma membrane. HT-1080-eGFP- 
fur and HT-1080-eGFP-fur-VA750 were seeded on top of collagen IV-coated slides and 
cultured either in normoxic or hypoxic chambers for 4 h and labeled with Dil. Fluorogram 
analyses were performed as described under Materials and Methods. Column, mean; bar, 
SE; BPM, basal plasma membrane; *** P < 0.0007; scale bars correspond to 5 pm.

FLNA-dependent tethering of furin is needed for hypoxia-induced cell invasion in 3D 

matrices.

An important property of tumor cells exposed to hypoxia is that they exhibit an 

enhanced propensity to invade (Le et al., 2004). Because hypoxia was also shown to affect 

the trafficking of invasion-triggering furin substrates to the cell surface (Yoon et al., 2005),
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we asked whether hypoxia also increased the ability of H T-1080 cells to invade through 

collagen gels. For this purpose, cells were seeded on top of a fibrillar type I collagen layer 

and allowed to migrate under normoxia or hypoxia for 24 h. Cells were then stained with

pm layer within the gel using confocal microscopy. Results showed that hypoxia increases 

the ability of H T-1080 cells to invade in a the collagen matrix (Fig. 7 A,B,). We next 

investigated the effect of furin relocalization at the cell surface on migration by comparing 

the hypoxia-induced migration of furVA750 overexpressing H T -1080 cells to those 

overexpressing the wild type gene. Whereas disruption o f furin-FLNA interaction did not 

significantly affect the capacity of the cells to invade under normoxic conditions, it 

completely blocked the ability of the cells to enhance their migration in response to 

hypoxia (Fig 7B,C). These results suggested that furin relocalization at the cell surface was 

an important event in hypoxia-induced cell invasion.

cell invasion

(A, B) Cells were allowed to invade collagen gels for 24 h in normoxia or hypoxia and 
stained as described under Materials and Methods. (A) Relative fluorescence intensity of 
the cells according to the depth of invasion. Arbitrary index of invasion was calculated as 
described under Materials and Methods. (B) Maximal depth of invasion following 24 h 
incubation. (C, D) Cells stably transfected with eGFP-tagged-furin or eGFP-tagged-furin- 
VA750 were allowed to invade collagen gels for 24 h under normoxia or hypoxia. (E) 
Relative intensity of the cells according to the depth of invasion. (F) Maximal depth of 
invasion following 24 h incubation. Column, mean; bar, SE; * P = 0.03, ** P = 0.004.

calcein-AM and cells that invaded the collagen gels were imaged and quantitated at each 5
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Figure (Chapitre 1) 6. Hypoxia-driven furin relocalization is associated with increased



99

DISCUSSION

Hypoxia is a common feature of solid tumors that correlates with poor prognostic 

and enhanced metastasis (Lunt et al., 2009). Most studies have associated the ability of 

hypoxia to promote metastasis with its ability to regulate the expression of specific genes 

including the proprotein convertase furin, which are associated with the cell invasion 

process (McMahon et al., 2005). Here, we have presented evidence that hypoxia induced 

the relocalization of furin from the TGN to the cell periphery and promoted its localization 

at the plasma membrane. We showed that under hypoxic conditions, membrane-associated 

furin was internalized through both clathrin and lipid raft-dependent endocytic pathways. 

We further showed that under these conditions, furin recycled in a short and rapid loop 

between the plasma membrane and the recycling endosomes, a process mediated by the 

Rab4GTPase. In addition, we observed that the localization o f furin at the cell surface was 

mediated through its interaction with FLNA, a process that was enhanced by hypoxia. 

Disruption of this interaction did not impair the basal invasive capacity o f the cells but 

blocked their response to hypoxia. The data led us to conclude that trafficking of furin to 

the cell surface/recycling endosomes was likely to be an important mechanism of the 

functional regulation of this proprotein convertase in cancer invasion processes induced by 

the tumor hypoxic microenvironment.

Among the genes that are affected by hypoxia, earlier studies have indicated that 

furin was markedly enhanced through HIF-1 dependent transcriptional activation o f the 

furin promoter, leading to the activation of precursor proteins involved in the 

invasion/metastasis process (McMahon et al., 2005). Furin is frequently overexpressed in a 

variety of human tumors and its role in many aspects of tumor metastasis has been 

documented (McMahon et al., 2003; Siegfried et al., 2003; Siegfried et al., 2005). In vivo 

results using H T-1080 xenograft tumors clearly showed that furin was overexpressed in 

hypoxic zones (pimonidazole colocalization) of the tumor, indicating that the hypoxic 

microenvironment contributes to furin regulation in solid tumors (supplementary Fig 3A). 

Interestingly, even though furin in hypoxic zones showed some overlap with the TGN-46 

marker, the majority of the staining was found throughout the cytoplasm of the cells 

(supplementary Fig. 3B), suggesting that similar trafficking/recruitment o f furin to the cell
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periphery might also occur in vivo. Thus, in hypoxic areas of tumors, transcriptional 

activation of the f u r  gene combined with the trafficking of the convertase to the plasma 

membrane may represent complementary, or perhaps synergistic, mechanisms that promote 

tumor cell invasion. Whether HIF-1 is also implicated in the regulation o f the trafficking 

processes involved is currently unknown but the rapid kinetic of furin relocalization in 

response to hypoxia/reoxygenation and the lack of regulation o f the furin gene at 2 h and 4 

h (data not shown) suggest a mechanism unrelated to HIF-1 dependent gene regulation.

Anchoring of furin at the plasma membrane has been proposed to provide a 

mechanism for concentrating this low-abundance protease in discrete cell-surface areas of 

the cells (Thomas, 2002). Our data using a FLNA interaction mutant strongly support the 

notion that furin association with FLNA is a necessary step for furin relocalization to the 

basal plasma membrane under hypoxia. Because hypoxia treatment also resulted in a 

marked increase in FLNA-furin association, this further suggests that one of the 

mechanisms by which furin is relocalized under hypoxia involves an increase in furin 

tethering to FLNA. Even though the detailed molecular mechanism by which hypoxia 

regulates the binding of furin to FLNA remains to be defined, the FLNA binding motif 

within the cytoplasmic tail o f furin overlaps with a motif 747VXVYTXX753 that resembles 

the consensus recognition sequence for Src homology 2 (SH2) domains of the phosphatases 

SHP-1/2 (Sweeney et al., 2005). In addition, it has been shown hypoxia/reoxygenation 

regulates the activation of SHP-2 and its translocation into lipid raft microdomains where 

FLNA was found located (Park et al., 2009). This suggests that phosphorylation/ 

dephosphorylation events might regulate the observed increase in furin tethering to the 

plasma membrane under hypoxia.

The pathway of furin internalization has previously been shown to be clathrin- 

dependent (Crump et al., 2001; Teuchert et al., 1999). Here we report that in addition to this 

pathway, hypoxia induces a calveolae/raft-mediated endocytic pathway that is associated 

with colocalization as well as enhanced interaction of furin with caveolin-1. In line with 

this, co-localization of furin with caveolin-1 has been previously reported in basolateral 

endosomes of rat hepatocytes (Mayer et al., 2003). Several lines of evidence suggest that
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furin in caveolae/lipid raft microdomains is proteolytically active. The 

glycosylphosphatidylinositol (GPI)-anchored proteoglycan Cripto has recently been shown 

to recruit furin into lipid raft microdomains, resulting in enhanced proteolytic maturation of 

Nodal and Notch-1 (Blanchet et al., 2008; Watanabe et al., 2009). In addition, MT1-MMP 

and integrins, two important mediators of cell invasion, have been shown to interact with 

caveolin-1 (Labrecque et al., 2004) and MT1-MMP was shown to be proteolytically 

processed into a furin-mediated active form in caveolae of cancer cells (Annabi et al., 

2001). We have previously reported that hypoxia enhanced MT1-MMP processing by furin 

(McMahon et al., 2005). Furthermore, hypoxia triggers the compartmentalization of furin in 

peripheral vesicles that colocalized with MT1-MMP (Arsenault et al., unpublished 

observation). Therefore, the observed translocation of furin into the caveolae of hypoxic 

cells may favor the activation of subgroups of proteins interacting with caveolin-1. In 

addition to furin interaction with caveolin-1, a recent study has demonstrated that the 

interaction between FLNA and caveolin-1 at the plasma membrane promotes caveolae - 

mediated transport by regulating vesicle internalization and trafficking (Sverdlov et al., 

2009). In view of our findings, that the association of furin with FLNA is essential for its 

redistribution to the plasma membrane, the furin-FLNA interaction observed under hypoxic 

conditions may be an important event in the process whereby furin translocates into lipid 

raft microdomains, allowing caveolin-1-dependent internalization of the convertase in 

peripheral recycling compartments.

Other furin substrates that are involved in cell invasion are the a-chains o f integrins 

(Lissitzky et al., 2000). It is well established that endocytic vesicle-mediated integrin 

trafficking pathways serves to establish and maintain cell polarity and to control adhesion 

events associated with cellular responses. Important modulators o f integrin vesicular 

trafficking are the RabGTPases, which have been shown to be implicated in cell migration 

and invasion. Whereas Rabl 1-mediated transport has been shown to be involved in tumor 

cell invasion and to be up-regulated by hypoxia (Yoon et al., 2005), few studies have 

investigated the role of the short Rab4-driven recycling path. The finding that furin is 

recycled to the plasma membrane through Rab4-positive vesicles, established for the first 

time a relationship between hypoxia and Rab4-mediated furin trafficking. The trafficking of
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furin through the Rab4 recycling pathway could reduce the possibility for sorting furin to a 

degradative pathway, as indicated by the lack of colocalisation of furin with LAMP-1 (data 

not shown). The skewing o f furin recycling may explain, at least in part, the observed 

sustained levels of the convertase at the cell periphery. In addition, recent studies have 

demonstrated that the aVp3 integrin recycles through Rab4, leading to persistent and 

polarized cell migration (di Blasio et al., 2010; White et al., 2007). It is well known that 

integrin activation, mobilization, and subsequent interaction with ECM protein counter

receptors potentiate signaling events critical to early events in cell migration and invasion. 

Therefore, localized redistribution of furin into Rab4 recycling pathway could allow furin 

to interact and process rapidly recycling substrates, such as the integrins a-chain, that are 

essential for directed cell invasion.

The detailed mechanism by which hypoxia keeps furin into the plasma 

membrane/Rab4 recycling loop is currently unknown. However, this redistribution is 

consistent with casein kinase II (CK-II)-induced changes in the phosphorylation state o f the 

furin acidic cluster located within its cytoplasmic tail (Jones et al., 1995). Interestingly, 

hypoxia was recently shown to regulate CK-II expression and activity in hepatoma cells 

(Pluemsampant et al., 2008). Preliminary data from our laboratory have revealed that 

exposure of HT-1080 cells to hypoxic conditions resulted in the relocalization of the CK-II 

subunits to the cell periphery. In addition, inhibition of CK-II activity in hypoxic cells 

significantly interfered with the redistribution of furin from the TGN to the plasma 

membrane (supplementary Fig.4). Based on these findings, it can be suggested that the 

relocalization of CK-II at the cell periphery under hypoxic conditions results in a prolonged 

phosphorylation state of the furin CK-II motif, keeping the enzyme within the cell 

surface/early endosome compartment.

Overexpression of furin is a hallmark of various cancers. This observation may be 

related to the fact that hypoxia has been shown to be a major regulator of furin expression. 

The findings reported here indicate for the first time that the hypoxic microenvironment 

triggers the relocalization of furin to Rab4-positive recycling vesicles as well as to 

caveolin-enriched microdomains. The redistribution of furin to the plasma membrane was
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found to be essential to the promotion of invasion under hypoxic conditions. The fact that 

several invasion-related substrates were found associated with furin in these cell 

compartments and activated by hypoxia leads us to propose that this strategic redistribution 

of furin enhances its interaction with tumorigenic substrates that are involved in cell 

invasion and metastasis. Inhibitors of furin activity are currently being developed for 

testing in preclinical settings for tumor therapy (Basak et al., 2009; Hajdin et al., 2010; 

Rem ade et al., 2010). Also, several drugs and prodrugs that specifically target levels of 

hypoxia that are common in tumors but rare in normal tissues are currently undergoing 

preclinical and clinical studies (Arabi and Piert, 2010; Denny, 2010). Because furin is a 

ubiquitously expressed protein essential for cellular homeostasis, particular concern ought 

to be raised regarding clinical translation of therapies based solely on inhibition of activity. 

We believe that our findings of furin translocation to the cell periphery in hypoxic zones of 

tumors are timely and should encourage the development o f cell surface furin-specific 

targeting approaches.
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Figures supplémentaires:

HT 1080
H I lOSO e G B ’ tur 
H T  1080 PD X  
H T  1080 hlTir

D epth o f invasion (uni)

Figure supplémentaire (Chapitre 1) 1: Hypoxia induces the relocalization o f un tagged 
furin

HT-1080-hFur cells were seeded on collagen type IV-coated slides and cultured under 
normoxic or hypoxic atmosphere for 4 h. (A) Micrographs of furin (PAI-062; green), TGN 
(TGN46; red) and merged images are shown. The associated graph shows the percentage of 
furin colocalization with TGN. (B) Micrographs of furin (PAI-062; green), plasma 
membranes (Dil: red) and merged images (binary mask-overlay) are shown. The associated 
graph shows furin localization at the basal plasma membrane. The colocalization index was 
calculated as described under Materials and Methods. (C,D) In vitro cell invasion was 
assessed as described under Materials and Methods. H T-1080 cells stably transfected with 
eGFP-tagged furin, untagged furin and furin inhibitor a l-P D X  were allowed to invade 
collagen gels for 24 h. (C) Relative fluorescence intensity o f the cells according to the 
depth of invasion. (D) Maximal depth of invasion. Column, mean; bar, SE, * P < 0.047, •** 
P = 0.008, *** P = 0.0002, scale bars = 5 pm, BMP, basal plasma membrane.
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Figure supplémentaire (Chapitre 1) 1. The relative proportions o f the pro- and 
mature forms of furin are not altered by hypoxia

HT 1080 cells overexpressing furin were incubated for the indicated times under normoxic 
or hypoxic conditions and Western blot analysis of furin was performed using the anti-furin 
PAI-062 antibody. Tubulin was used as a loading control.
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Figure supplémentaire (Chapitre 1) 2. In vivo localization o f furin in tumor xenografts

H T-1080 cells were injected s.c. into CD1 nude mice. At 25 days, the tumors were excised, 
fixed, and processes for immunohistochemistry. Tumor xenografts were prelabeled in vivo 
with pimonidazole, (injection of 60 mg /kg 1 h before tumor excision) followed by 
immunodetection of (A) furin (peroxidase; brown) and tumor-bound pimonidazole 
(alkaline phosphatase; purple). These images were processed by photoshop for color 
enhancement. Magnification 40X. (B) Confocal micrograph showing detection of furin 
(green), TGN (red) and nucleus (blue) in hypoxic zones o f H T -1080 xenograft tumor. Solid 
arrow indicates TGN that does not co-localize with furin and dashed arrow indicates furin 
immunostaining. Magnification 400X.
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Figure supplémentaire (Chapitre 1)3.  CK-II is involved in furin relocalization in 
hypoxic cells

(A,B) HT-1080-eGFPfur cells were seeded on collagen type IV-coated slides and incubated 
in the presence or absence of DRB (50 pM) for 4 h under normoxic or hypoxic conditions, 
(A) Cells were fixed and immunolabelled for TGN using anti-TGN46 antibody. Percentage 
of colocalization of furin with TGN-46 (n= 10 cells). (B) Cells were fixed and stained with 
Dil for membrane visualization. Relative quantification of plasma membrane associated 
furin (n=10 cells). Column, mean; bar, SEM; * p < 0.05, *** p < 0.002; BMP, basal plasma 
membrane.
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CHAPITRE 2: INFLUENCE DU pH ACIDE SUR LA M ATURATION DU TGFP

Résultats (format traditionnel)

Le premier article présenté dans cette thèse démontrait que le microenvironnement 

hypoxique influence la localisation intracellulaire de la convertase de pro-protéines furine. 

En effet, suite à une stimulation en condition hypoxique des cellules H T -1080, la furine 

était relocalisée dans une boucle de recyclage entre la membrane plasmique et les 

endosomes de recyclage. Cette relocalisation induisait un phénotype invasif des cellules 

cancéreuses et favorisait l ’invasion de la matrice extracellulaire. Afin d ’élucider davantage 

le rôle de la relocalisation de la furine en périphérie cellulaire, nous nous sommes intéressés 

à ses fonctions d’activation de pro-protéines, en utilisant comme modèle le TGF(L Nous 

avons tout d ’abord vérifié si le PH acide des vésicules intracellulaires favorisait la 

maturation du TGFp. D ’un point de vue biochimique, nous avons par la suite vérifié le rôle 

des histidines, des senseurs de pH, dans le site de clivage du TGFp et dans la maturation de 

la pro-protéine. Finalement, nous avons étudié dans quels compartiments cellulaires la 

maturation du TGFP avait lieu, en intervenant dans la régulation du pH des vésicules 

intracellulaires. Nous avons également évalué l’impact fonctionnel de la maturation du 

TGFP dépendante du pH dans l’invasion cellulaire.

Contribution de l’étudiant :

En ce qui concerne les travaux contenus dans le deuxième chapitre de cette thèse, 

Dominique Arsenault a réalisé toutes les expériences présentées dans cette section à 

l’exception des figures 4D et 8 qui ont été réalisées par Fabrice Lucien. Dominique 

Arsenault a également participé à l’ébauche du plan de travail avec sa directrice, Pre Claire 

M. Dubois.
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Schématisation de l’étude et hypothèse

Membrane plasmiqne

Milieu extracelhilaire

Schéma 1. Hypothèse du chapitre 2

Au chapitre 1, nous avons vu que l’hypoxie induisait la relocalisation de la furine dans une 
boucle de recyclage entre la membrane plasmique et les endosomes en périphérie cellulaire 
(1). Ces endosomes sont caractérisés par un pH intravésiculaire acide. De plus, le site de 
maturation du pro-TGFP par la furine contient des histidines, des acides aminés senseurs de 
pH, qui sont protonés en milieu acide. Ainsi, la présence d ’histidines dans le site de clivage 
du TGFp pourrait favoriser son interaction avec son enzyme de conversion, la furine. Cette 
dernière est relocalisée en hypoxie dans des vésicules acides localisées en périphérie 
cellulaire, une situation qui favorise le clivage protéolytique du TGFP (2).
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Influence du pH acide dans la maturation du TGFp.

Tel que mentionne' dans l’introduction, le pH des vésicules intracellulaires varie 

selon le compartiment. En effet, les vésicules de recyclage localisées en périphérie 

cellulaire sont plus acides que les compartiments périnucléaires où l’on retrouve un pH 

neutre. Nous nous sommes donc intéressés à l’influence du pH acide sur la maturation du 

TGFp. Les cellules HT-1080 produisent des quantités faibles de TGFP endogène, ce qui 

rend difficile sa détection par immunobuvardage. Nous avons donc surexprimé de façon 

transitoire le TGFP de type sauvage afin de le détecter adéquatement. Suite à la 

transfection, les cellules ont été incubées 24h avant d’être privées de sérum pour 16h. Par la 

suite les cellules ont été incubées 16h en présence d ’agents neutralisants. Les surnageants 

ont été récoltés, dialysés et lyophilisés avant d ’effectuer des immunobuvardages à l'aide 

d'anticorps dirigés contre le peptide LAP. Cette technique nous permet de détecter la pro

forme ainsi que sa forme mature du TGFp. Tel qu’illustré à la figure 1A, la maturation 

basale du TGFP chez les HT-1080 est d ’environ 80%. Suite à la neutralisation du pH 

intracellulaire avec le NH4C1 à des concentrations de 5mM et 50mM, la maturation du 

TGFP diminue significativement à 75% et 20% respectivement. De plus, l ’utilisation de la 

chloroquine à des concentrations de lOpM et 30pM  inhibe complètement la maturation du 

TGFp. Ces résultats suggèrent que le milieu intracellulaire acide est important pour le 

clivage protéolytique du pro-TGFP par la furine et que la neutralisation du pH influence 

directement la capacité de maturation du TGFP par la furine. L ’utilisation de bases faibles 

neutralise de façon générale le pH intracellulaire, autant au niveau des endosomes que du 

cytoplasme. Afin de déterminer l ’influence du pH intravésiculaire, nous avons utilisé le 

tamoxifène, une base faible connue pour neutraliser le pH des compartiments 

intracellulaires (Miguel et al., 2007) (Figure 1B). Les résultats démontrent que suite à une 

stimulation avec le tamoxifène à une concentration de IOjiM, la maturation du TGFP est 

drastiquement diminuée, passant de 88% chez les cellules contrôles à 55% chez les cellules 

dont le pH des vésicules intracellulaires a été neutralisé. Ces résultats démontrent que le 

pH intracellulaire, et plus spécifiquement le pH intravésiculaire acide, favorise le clivage 

protéolytique du pro-TGFp.
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Figure (Chapitre 2) 1 : La neutralisation du pH intracellulaire inhibe la maturation du 
TGFp

Les cellules HT-1080 ont été ensemencées à une concentration de 10 x 106/pétri et 
transfectées de façon transitoire avec le CM V -TG Fpi. Les cellules ont été privées de sérum 
durant 16h et incubées pour 16h avec (A) NH4C1 ou la chloroquine ou (B) le tamoxifène 
(TAM) aux concentrations indiquées. Les surnageants ont été récoltés, dialysés et 
lyophilisés avant d ’être révélés par immunobuvardage avec un anticorps contre le LAP. Les 
colonnes représentent le % moyen de TGFP maturé de 3 expériences indépendantes. Le % 
de maturation du TGFP a été mesuré par densitométrie de la forme mature de TGFp sur le 
total de TGFP (pro-TGFP et forme mature du TGFP) en utilisant le logiciel Image J. 
Colonne, moyenne; p, *** = 0.005, ** < 0.008.

Rôle des histidines dans la maturation du TGFp.

Le TGFP est hautement conservé entre les espèces. De façon intéressante, on 

retrouve au site de clivage du TGFP par la furine, des histidines, des acides aminés aux 

propriétés de senseur de pH. Une étude récente a démontré le rôle d ’une histidine dans le 

clivage protéolytique du pro-peptide de la furine. L’étude démontrait que l’histidine 69 

situé dans le pro-peptide de la furine agissait comme senseur de pH et qu ’en milieu acide, 

la protonation de l’histidine induisait un changement conformationnel du pro-peptide afin
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de permettre l’auto-clivage du pro-peptide de la furine et assurer sa bio-activation (Dillon et 

al., 2012). Afin de déterminer l ’importance de ces acides aminés dans la maturation du 

TGFP, nous avons aligné les séquences partielles du T G Fpl de différentes espèces de 

mammifère. La conservation d ’acides aminés entre les espèces reflète un rôle important de 

cet acide aminé dans ses fonctions biologiques. En figure 2A, nous avons illustré les 

séquences partielles du TGFJ31 de différents mammifères et identifié en rouge les 

différentes histidines dans la structure primaire ainsi que leur position. Il est important de 

noter que l’histidine 276 se retrouve dans le site de clivage du pro-TGFP 1 par la furine et 

que 1’histidine 270 est proximale au site de clivage. Les séquences ont été obtenues de la 

base de données en ligne Uniprot (http://www.uniprot.or»). Nous avons par la suite 

quantifié la valeur de conservation des différentes histidines à l’aide du serveur en ligne 

Conserf (http://consuif.tau.ac.il). En figure 2B, nous avons illustré les valeurs de 

conservation des histidines par un histogramme. Lorsque la valeur est négative, ceci 

indique que l’histidine est hautement conservée entre les espèces. À l’opposé, une valeur 

positive indique une grande variabilité entre les espèces. Les résultats indiquent que les 

histidines 129, 167, 222, 276, 312, 318 et 346 sont conservées entre les espèces. Puisque 

nous nous intéressons à la maturation du TGF(3l par la furine, l’histidine 276 qui se 

retrouve dans le site de clivage et l’histidine 270 qui est proximale au site de clivage du 

pro-TGFP par la furine ont été ciblées dans cette étude. Il est intéressant de constater que 

l’histidine 276 est hautement conservée entre les espèces tandis que l ’histidine proximale a 

une plus grande variabilité. Ces résultats suggèrent un rôle important de l’histidine 276 

dans les fonctions biologiques de la protéine, un phénomène possiblement relié au clivage 

protéolytique par la furine. Ainsi, la présence d ’une histidine conservée dans le site de 

clivage du pro-TGFP par la furine pourrait jouer un rôle de senseur du pH et favoriser le 

clivage protéolytique du pro-TGFP en milieu acide.

http://www.uniprot.or%c2%bb
http://consuif.tau.ac.il
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Figure (Chapitre 2) 1. Conservation des histidines dans le site de clivage protéolytique 
furine-dépendant du TG Fpi

(A) Alignement partiel des séquences de mammifères du TG Fpi identifiant les résidus 
histidines aux différentes positions. (B) Valeurs de conservation du TG Fpi humain 
comparé aux différentes séquences de mammifères. Les valeurs normalisées de 
conservation ont été obtenues en utilisant le serveur Conserf. Les lignes pointillées 
encadrent les deux résidus histidines à l ’intérieur ou à proximité du site de clivage du 
TGFP 1 par la furine.

Les histidines sont des acides aminés senseurs de pH dont l'état de protonation est 

très sensible aux variations faibles de pH physiologiques. Les résultats précédents 

suggèrent que le pH intracellulaire influence la maturation du TGFp. Ainsi, nous avons 

voulu étudier l’importance de l'état de protonation des histidines au site de clivage du pro- 

TG Fpi dans sa maturation par la furine. Pour cela, nous avons construit différents mutants
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du TGF(3l où nous avons muté l’histidine 276 (P3) et 270 (P9) par une alanine, qui mime 

un état non-protoné, ou par une arginine, qui mime un état protoné (figure 3A). Nous avons 

par la suite transfecté de façon transitoire des cellules HEK293 et HT-1080 avec les 

différents mutants du TGFP afin de vérifier l’efficacité des constructions et l’expression 

adéquate de la protéine. Tel que démontré à la figure 3B, la surexpression du TGFP chez 

les cellules HEK293 entraine une forte sécrétion de TGFp dans le milieu extracellulaire et 

la grande majorité du TGFP sécrété est sous forme mature (70-85%). Il est à noter que le 

TGFP intracellulaire se retrouve sous forme immature (Dubois et al., 1995), ainsi, seul le 

TGFp sécrété est présenté dans les figures suivantes. La surexpression du mutant CMV- 

TGFP-P3A, qui mime l’état non protoné du pro-TGFP, diminue la production de la forme 

mature de TGFP autant chez les cellules HT-1080 (figure 3C) que chez les cellules 

HEK293 (figure 3D). À l’opposé, la surexpression du mutant CMV-TGFp-P3R, qui mime 

l'état protoné de 1’histidine P3, augmente significativement la maturation du TGFP sécrété 

chez les HT-1080 et n’influence pas celle des HEK293 par rapport aux cellules contrôles. 

Ces résultats suggèrent que l’état de protonation de F histidine en P3 est important pour la 

maturation du pro-TGFP par la furine dans les cellules HT-1080. Par ailleurs, la mutation 

P9A semble affecter la production du TGFP (Figure 3B). Il a donc été impossible de 

détecter la protéine encodée par le mutant CMV-TGFP-P9A suite à la surexpression. Ces 

résultats suggèrent que le milieu acide des compartiments intracellulaires affecte la 

protonation de l’histidine 276, qui lorsque chargée positivement, favorise le clivage 

protéolytique de pro-TGFP par la furine. Par contre, d ’autres études par spectrométrie de 

masse et de simulation de dynamique moléculaires sont nécessaires afin de déterminer si le 

milieu acide intracellulaire induit la protonation de 1’histidine 276 et si cette protonation 

entraîne un changement conformationnel de la pro-protéine.
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Figure (Chapitre 2) 2. La maturation du TGFp est dépendante de la protonation des 
histidines

(A) Représentation schématique des mutants du pro-TGF(3. CMV-TGFP-P3A mime un 
état non-protoné de l’histidine 276 (P3), CMV-TGFP-P3R mime un état protoné de 
l’histidine 276 (P3) alors que CMV-TGFP-P9A mime un état non-protoné de l’histidine 
270 (P9). (B-D) Les cellules HEK293 ou (C) HT-1080 ont été transfectées de façon 
transitoire avec les plasmides CMV-TGFP-P3A, CMV-TGFp-P3R et CMV-TGFP-P9A. 
Les cellules ont été privées de sérum durant 16h et les surnageants ont été récoltés aprcs 
une incubation de 16h. Les surnageants ont été dialysés et lyophilisés avant d ’êtres révélés 
par immunobuvardage avec un anticorps contre le LAP. Les colonnes représentent le % de 
TGFp maturé de 3 expériences indépendantes. Le % de maturation du TGFP a été mesuré 
par densitométrie de la forme mature de TGFP sur le total de TGFp (pro-TGFP et forme 
mature du TGFP) en utilisant le logiciel Image J. Colonnes, moyenne; p, *** = 0.001, p, ** 
= 0.005.
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La maturation du pro-TGFp par la furine a lieu dans des vésicules de recyclage en 

périphérie cellulaire.

Etant donné que le pH intracellulaire acide semble important pour le clivage 

protéolytique du pro-TGFp et que la mutation de l ’histidine 276 par une arginine favorise la 

maturation du pro-TGFP par la furine, nous avons voulu identifier dans quels 

compartiments cellulaires le clivage protéolytique avait lieu. Premièrement, afin de 

déterminer si la maturation du TGFP avait lieu dans des compartiments 

endosomaux/lysosomaux acides, nous avons utilisé un inhibiteur pharmacologique de la V- 

ATPase, la bafilomycine A l. La V-ATPase est une pompe à protons qui se localise 

principalement à la surface des endosomes et des lysosomes et qui a pour rôle d ’acidifier 

les vésicules par un transport actif de protons à l’intérieur du compartiment. À la figure 4A, 

les cellules HT-1080 ont été transfectées de façon transitoire avec le TGFP et incubées 

durant 16h avec la bafilomycine A l à des concentrations de 50 et lOOnM. Les résultats 

indiquent que l’inhibition pharmacologique de la V-ATPase diminue significativement la 

maturation du TGFP sécrété. On peut donc conclure que la maturation du TGFP s'effectue 

dans des vésicules intracellulaires acides, possiblement les endosomes et/ou les lysosomes.

Par la suite, nous avons voulu déterminer de façon plus spécifique la nature des 

vésicules dans lesquelles le clivage protéolytique du pro-TGFP avait lieu. Pour ce faire, 

nous avons surexprimé différents échangeurs de protons, les NHEs. Les NHEs sont des 

échangeurs de cations localisés soit à la membrane plasmique (NHE1-5) ou dans différents 

compartiments cellulaires (NHE6-9). La surexpression des NHEs vésiculaires a pour effet 

de basifier le compartiment dans lequel ils sont localisés (Nakamura et al., 2005), nous 

permettant ainsi d ’identifier par immunobuvardage le compartiment dans lequel la 

maturation pH-dependante du TGFP a lieu. À la figure 4B, la co-expression du TGFp et du 

NHE6, un échangeur localisé aux endosomes précoces et de recyclage, diminue 

drastiquement la maturation du TGFP, passant de 66% chez le contrôle à 9% chez les 

cellules surexprimant le NHE6. Par ailleurs, la surexpression de NHE7, un échangeur 

localisé au TGN, influence de façon beaucoup moins importante la maturation du TGFP 

diminuant le pourcentage de maturation du TGFP à 43%. De plus, la surexpression de 

NHE9, un échangeur localisé aux endosomes tardifs, n ’a pas ou très peu d ’influence sur la
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maturation du TGFp. Ces résultats suggèrent que la maturation du TGFp s'effectue en 

majorité dans les endosomes précoces et/ou les endosomes de recyclage et de façon moins 

importante au TGN. Ils démontrent également l'importance du pH acide de ces 

compartiments dans la maturation du TGFp. Afin de vérifier si l'état de protonation du site 

P3H joue un rôle important dans maturation du TGFP dans les compartiments NF1E6 

positifs, nous avons surexprimé le mutant TGFP-P3R, qui simule un état constitutivement 

protoné, en présence ou en absence de NHE6 surexprimé. La surexpression du mutant 

TGFP-P3R augmente faiblement la maturation du TGFP, tel que vu précédemment, passant 

de 69% pour le TGFP de type sauvage à 87% pour le mutant. Lorsque le mutant TGFP-P3R 

est co-exprimé avec NHE6, il n ’y a aucune différence significative dans la maturation du 

TGFP (Figure 4C). Ces résultats indiquent que l'état de protonation de l'histidine P3H est 

un facteur prédominant pour la maturation du TGFP dans les compartiments NHE6 positifs, 

soit les endosomes précoces et les endosomes de recyclage.

Étant donné que parmi les NHE étudiés, c'est la surexpression de NHE6 qui 

influence le plus la maturation du TGFP, nous avons vérifié l’impact de cette surexpression 

sur le PH vésiculaire. À l’aide de la microscopie confocale, nous avons mesuré le pH 

endosomal/lysosomal suite à une incubation de 16h avec la sonde HPTS tel que décrit dans 

la section matériel et méthodes. À la figure 4D, nous observons que la surexpression de 

NHE6 mène à l’augmentation du pH endosomal/lysosomal, c ’est-à-dire à la basification de 

l’endosome, ce qui corrobore les résultats d'études précédentes qui démontrent que la 

surexpression des NFlEs vésiculaires basifie le compartiment dans lequel ils sont localisés 

(Nakamura et al., 2005).

Afin de vérifier la localisation du NHE6 surexprimé dans notre système cellulaire, 

nous avons utilisé différents marqueurs de compartiments intracellulaires chez les cellules 

surexprimant le NHE6GFP. À la figure 4E, le NHE6 colocalise avec le EEA1, un marqueur 

des endosomes précoces, ainsi qu’avec la transferrine et le Rab4, deux marqueurs des 

endosomes de recyclages. Par contre, aucune colocalisation n ’est observée entre NHE6 et 

Rab7, un marqueur des endosomes tardifs et des lysosomes. Ces résultats démontrent que 

le NHE6 surexprimé se localise au niveau des endosomes précoces et de recyclages et que 

la surexpression de NHE6 n’entraîne pas sa relocalisation ou un débordement au niveau des
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endosomes tardifs. Mis ensemble, ces résultats démontrent que la maturation du pro-TGFP 

a lieu dans les endosomes de recyclages qui sont positifs pour NHE6.

CTL +
Bafitomycin A150nM -  +
Bafilomydn A1 100nM

l-pro-TGFp
[-TGFp

B pcDNA3-TGFp +  +  +  +
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pro-TGFp
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pcDNA3-TGFp +  
pcDNA3-TGFp-P3R +  +
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•pro-TGFp
TGFp

> of processed TGFp: 69 87 81
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Figure (Chapitre 2) 3. La basification des compartiments intracellulaires affecte la 
maturation du TGFp

(A) Les cellules HT-1080 ont été ensemencées à une concentration de 10 x 106/pétri et 
transfectées de façon transitoire avec le T G F pi. Les cellules ont été privées de sérum 
durant 16h et incubées 16h avec de la bafilomycine Al aux concentrations indiquées. Les 
surnageants ont été récoltés, dialysés et lyophilisés avant d 'être  révélés avec un anticorps 
contre le LAP par immunobuvardage. (B) Les plasmides TGF|3l, NHE6GFP, NHE7his, 
NHE9GFP ou (C) T G F pl, TGFP1-P3R et NHE6GFP ont été transfectés de façon 
transitoire dans les cellules HT-1080. Les cellules ont été privées de sérum durant 16h et 
les surnageants ont été récoltés après 16h de stimulation. Les surnageants ont été dialysés et 
lyophilisés avant d ’êtres révélés par un anticorps contre le LAP par immunobuvardage. (D) 
Mesure du pH des vésicules endosomales/lysosomales suite à l'endocytose de la sonde 
HPTS dans des cellules transfectées avec NHE6GFP. (E) Micrographies de NHE6GFP 
(vert) démontrant la colocalisation entre NHE6GFP et EEA1, Tfn et Rab4 (rouge). 
NHE6GFP ne démontre pas de colocalisation avec NHE7 (rouge). Colonnes, moyenne; p, * 
= 0.05. Échelle, 5|im.

La localisation de la furine dans la boucle de recyclage membrane plasmique- 

endosomes de recyclage favorise la maturation du TGFp.

Dans l’étude précédente, nous avons démontré que l’hypoxie induisait la 

relocalisation de la furine en périphérie cellulaire dans une boucle de recyclage entre la 

membrane plasmique et les endosomes de recyclage. De plus, la liaison de la furine à la 

filamine-A était essentielle pour la relocalisation de la furine à la membrane plasmique. 

Afin de déterminer l’importance de la relocalisation de la furine en hypoxie dans la 

maturation du TGFp, les cellules HT-1080 ont été co-transfectées avec le TGFP sauvage et 

la furine GFP ou un mutant du site d'interaction de la filamineA par la furine (eGFP-fur- 

FilA) qui empêche la localisation de la furine à la membrane plasmique (Arsenault et al., 

2012). Suite à une incubation de 16h, les surnageants ont été récoltés et l’analyse de la 

maturation du TGFP a été fait par immunobuvardage. La surexpression de la furine GFP 

induit la maturation complète du pro-TGFp. Par ailleurs, lorsqu’on surexprime le mutant 

furine-filamine-A (eGFP-fur-FilA), ceci a pour effet de diminuer l’efficacité de maturation 

du TGFP par rapport au contrôle furine GFP (Figure 5A). Par la suite nous avons co- 

transfecté le Rab4 sauvage ainsi que le dominant négatif de Rab4 (Q67L) avec le TGFP 

afin d ’étudier l’importance de la boucle de recyclage entre la membrane plasmique et les 

endosomes dans la maturation du pro-TGFP (Figure 5B). La surexpression de Rab4 

augmente légèrement la maturation du TGFP passant de 77% au contrôle à 83% avec la
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surexpression de Rab4. À l'opposé, l’expression du dominant négatif Rab4Q67L inhibe de 

façon importante la maturation du TGFp passant à 8% de TGFP mature. Ces résultats 

indiquent que la localisation de la furine dans la boucle de recyclage entre la membrane 

plasmique et les endosomes de recyclage favorise la maturation du pro-TGFp. À noter que 

ces résultats ont été effectués en normoxie. Malgré que l’hypoxie induit fortement la 

relocalistion de la furine dans cette boucle de recyclage (chapitre 1), un faible pourcentage 

de la furine recycle en normoxie. D ’autres expériences devront être effectuées afin de 

démontrer l’importance de cette boucle de recyclage en condition hypoxique.

CMV-TGF-P
eGFP-furin

eGFP-furin-FilA

+
+

+
pro-TGF-p

-TGF-p
% of processed TGFP: 85 100 74

B
CMV-TGFP +  +

CMV-Rab4WT +
CMV-Rab4Q67L__________

+

pro-TGFp
■TGFp

% of processed TGFp: 77 83 8

Figure (Chapitre 2) 4. La relocalisation déficiente de la furine à la périphérie 
cellulaire inhibe la maturation du TGFp

Les cellules HT-1080 ont été co-transfectées de façon transitoire avec le T G Fpi et (A) 
furine eGFP ou le mutant eGFP-fur-FilA et (B) Rab4W T ou le dominant négatif 
Rab4Q67L. Les cellules ont été privées de sérum durant 16h et les surnageants ont été 
récoltés après 16h de stimulation. Les surnageants ont été dialysés et lyophilisés avant 
d ’êtres révélés par un anticorps contre le LAP par immunobuvardage. Le % de maturation 
du TGFp a été mesuré par densitométrie de la forme mature de TGFP sur le total de TGFp 
(pro-TGFP et forme mature du TGFP) en utilisant le logiciel Image J. Les résultats sont 
représentatifs de 2 expériences.

Impact physiologique de la maturation du TGFP dépendante du pH

Ayant déterminé que le clivage protéolytique du pro-TGFP par la furine était 

favorisé par le microenvironnement acide, où l’histidine 276 est potentiellement protonée, 

et que cette maturation avait lieu dans les endosomes précoces et de recyclage, nous avons



125

étudié l’impact de ce mécanisme dans l’invasion des cellules cancéreuses. Tel que 

mentionné dans l’introduction, le TGFP est un promoteur important de l'invasion tumorale 

ainsi que de la formation des invadopodes, des structures responsables de la dégradation de 

la matrice extracellulaire (Mandai et al., 2008). Pour ce faire, nous avons utilisé un système 

in vitro de dégradation de la matrice extracellulaire afin d ’observer la capacité des cellules 

cancéreuses à former des invadopodes. Ainsi, nous avons transfecté les différents mutants 

du TGFP (CMV-TGFp, CMV-TGF(3-P3A et CMV-TGFP-P3R) dans les cellules H T-1080 

et ensemencé les cellules sur un gélatine fluorescente. Par immunofluorescence, nous 

pouvons quantifier la formation des invadopodes par la perte de fluorescence de la matrice 

suite à sa digestion par les cellules cancéreuses. Tel qu’observé à la figure 6A, la 

surexpression du TGFP augmente d ’environ 2 fois le pourcentage de cellules formant des 

invadopodes. La surexpression du mutant TGFP-P3A, qui diminue la maturation du TGFP 

(Figure 3), diminue de façon significative la formation des invadopodes comparativement 

au contrôle. À l’opposé, la surexpression du mutant TGFP-P3R, augmente de façon 

importante la formation des invadopodes. En figure 6B, nous avons utilisé le système de 

surexpression du TGFP avec les différents NHEs (Figure 4B,C). La surexpression du TGFP 

de type sauvage augmente de façon importante la formation des invadopodes. De façon 

similaire à l’impact des NHEs dans la maturation du TGFP (Figure 3), la coexpression de 

NHE6 diminue de façon drastique la formation des invadopodes. De plus, la surexpression 

de NHE7 diminue faiblement la formation des invadopodes tandis que la surexpression de 

NHE9 n’a aucune influence. De façon intéressante, la co-expression du mutant TGFP-P3R 

avec le NHE6 augmente la formation des invadopodes comparativement à l ’expression de 

NHE6 et de TGFP de type sauvage. Ces résultats sont en accord avec ceux indiquant que le 

mutant TGFP-P3R est insensible à la hausse du pH induite par la surexpression de NHE6 

(Figure 4C). Ensemble, ces résultats indiquent que la maturation du TGFP, qui est favorisée 

en milieu acide, influence directement son activité biologique et induit l’invasion des 

cellules cancéreuses. En effet, on peux conclure que l ’augmentation de la maturation du 

TGFP, possiblement favorisée par la charge positive de l’histidine 276, induit une 

augmentation de TGFp sécrété bio-activable qui résulte en une augmentation de la capacité 

des cellules cancéreuses à former des invadopodes.
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Figure (Chapitre 2) 5. La maturation du TGFp dépendante du pH influence la 
capacité des cellules cancéreuses à former des invadopodes

Les cellules H T-1080 ont été transfectées de façon transitoire avec (A) le TGFP-W T, 
TGFP-P3A, TGFP-P3R ou (B) co-transfectées avec le TGFP-W T et NHE6, NHE7, NHE9 
et TGFP-P3R avec NHE6. Les cellules ont été ensemencées sur une couche de gélatine 
couplée avec l’oregon-green durant lOh et marquées avec la phalloïdine-Texas-Red (F- 
actine) et le DAPI (noyaux). Le pourcentage des cellules formant des invadopodes a été 
déterminé par microscopie à fluorescence tel que décrit dans la section matériel et 
méthodes. Colonnes, moyennes; p, * = 0.04, ** = 0.008.

L’hypoxie induit une augmentation de la maturation du TGFp.

Nous avons vu au chapitre 1, que l’hypoxie induisait une forte relocalisation de la 

furine en périphérie cellulaire. Afin d’étudier l’impact de l’hypoxie sur la maturation du 

TGFP, nous avons dû modifier nos conditions de surexpression. Dans notre laboratoire, 

nous avions déjà publié que l’hypoxie augmentait la maturation du TGFP chez les HepG2 

(McMahon et al., 2005). Par contre, dans le modèle actuel, nous utilisons un système de 

surexpression du TGFp. Ainsi, les cellules en condition normoxique et hypoxique 

expriment de façon basale une quantité importante de TGFp. Notre laboratoire a également 

démontré que le TGFP était un important inducteur de la furine, l’enzyme de conversion du 

pro-TGFp (McMahon et al., 2003). De cette manière, dans notre système, l’expression de la 

furine endogène est augmentée ce qui induit par le fait même une augmentation de la 

maturation du TGFp. Il est donc difficile d ’observer l’induction hypoxique de la maturation
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du TGFp causée par la relocalisation de la furine. Pour contrer ce phénomène, nous avons 

pré-incubé les cellules H T-1080 surexprimant le TGFP en présence d ’un inhibiteur 

pharmacologique du récepteur du TGFP (TGFpRI), le Ly364947. Ceci empêche le TGFP 

sécrété d ’activer son récepteur et d ’induire l ’expression de la furine endogène. De cette 

façon, nous pouvons observer l’effet hypoxique sur la maturation du TGFP de façon 

indépendante de l’induction de la furine endogène causée par la surexpression du 

TGFp (F : : 7).

TGFBR activation

Ly364947

0  W

Transfection

CMV-TGFp-WT

Cell

Figure (Chapitre 2) 6: Schématisation de la problématique de notre modèle d'étude en 
condition hypoxique

La surexpression du TGFP dans les cellules H T -1080 mène à une sécrétion importante de 
TGFp actif. Le TGFp active son récepteur et induit l’expression de la furine endogène. 
L ’expression importante de furine mène à la bioactivation systématique du TGFp. 
L ’utilisation du Ly364947, un inhibiteur pharmacologique du TGFPRI, inhibe l’induction 
de la furine endogène causée par la sécrétion importante de TGFP, et permet d ’étudier 
l’impact de l’hypoxie sur la maturation du TGFp de façon indépendante de l ’expression de 
la furine.
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Nous avons tout d ’abord vérifié que l’utilisation du Ly364947 nous permettait 

d ’observer l’induction hypoxique de la maturation du TGFp. Pour ce, nous avons transfecté 

les cellules H T -1080 avec le TGFP et traité avec l’inhibiteur du TGFpRI (Ly364947) à une 

concentration de 250nM. Suite à une stimulation de 16h en normoxie (20% O 2) ou en 

hypoxie (1% O2), nous avons récolté les surnageants et vérifié la maturation du TGFp par 

immunobuvardage. À la figure 9A, nous observons que F hypoxie seule, sans traitement 

avec le Ly364947, n’induit pas l’augmentation de la maturation du TGFp de façon 

significative. Par contre, lorsqu’on utilise l ’inhibiteur du TGFPRI (Ly364947), l’hypoxie 

induit une augmentation significative du pourcentage de maturation du TGFP, passant de 

70% en normoxie à 90% en hypoxie (Figure 9A,B). Ce résultat indique que l’inhibition du 

TGFPRI par le Ly364947 permet de visualiser l ’induction hypoxique de la maturation du 

TGFP pouvant être causée par l’augmentation du pH intracellulaire en hypoxie et la 

redistribution stratégique de la furine dans la boucle de recyclage en périphérie cellulaire, et 

ce de façon indépendante de l ’expression de la furine endogène.

Par la suite, nous avons utilisé ce même système afin d ’étudier l’impact de 

l’hypoxie sur la maturation du TGFp dépendante de la protonation de l’histidine 276. Pour 

se faire, nous avons utilisé les différents mutants du TGFP que nous avons stimulés en 

normoxie ou en hypoxie en présence de Ly364947 (250nM). Nos données démontrent que 

la mutation P3A du TGFP diminue la maturation du TGFp autant en normoxie qu’en 

hypoxie tandis que la mutation P3R augmente la maturation du TGFP en normoxie. On 

peut noter qu’en hypoxie, il n’y a pas de différence entre le contrôle TGFP et la mutation 

P3R dans laquelle l'argine mime la charge positive de l'histidine. De plus, tel qu’illustré à la 

figure 8, l’hypoxie induit une acidification des vésicules endosomales, ce qui, selon nos 

données, favoriserait davantage la maturation du TGFp. Ainsi, il semble que l’acidification 

des vésicules intracellulaires en hypoxie favorise l’interaction entre la furine et le pro- 

TGFp, ce qui induit une augmentation de la maturation du pro-TGFp.
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Figure (Chapitre 2) 7: L'hypoxie induit l'acidification des vésicules intracellulaires

Mesure du pH des vésicules endosomales/lysosomales suite à l'endocytose de la sonde 
HPTS dans des cellules H T-1080 incubées en normoxie (20% O2) ou en hypoxie (1% O2). 
Colonnes, moyenne; p, * = 0.003.

Afin de vérifier l’influence de l’augmentation de TGFP mature en hypoxie dans un 

contexte d ’invasion cellulaire, les cellules H T-1080 transfectées avec les différents mutants 

du TGFP ont été ensemencées sur une matrice de gélatine fluorescente afin d ’étudier la 

formation d ’invadopodes. Tel qu’illustré précédemment (Figure 6A), la surexpression du 

TGFP augmente la formation d’invadopodes en condition normoxique. La mutation P3A 

diminue la formation d’invadopodes tandis que la mutation P3R augmente la capacité des 

cellules à former des invadopodes. On peut observer que l’hypoxie induit la formation des 

invadopodes chez les contrôles. Le pourcentage de cellules formant des invadopodes en 

hypoxie est au même niveau que les cellules surexprimant le TGFP en normoxie. Ceci nous 

suggère que la maturation induite du TGFP en hypoxie est en grande partie responsable de 

l’induction hypoxique de la formation des invadopodes. Comme en condition normoxique, 

le mutant P3A diminue fortement la formation des invadopodes tandis que le mutant P3R 

augmente de façon importante la formation des invadopodes en hypoxie. Ensemble, ces 

résultats démontrent que la régulation de la maturation du TGFP dans les compartiments 

acides en normoxie influence l’activité biologique du TGFp qui est responsable de 

l’induction de la formation des invadopodes. De plus, l’hypoxie, qui a pour effet d ’acidifier 

les compartiments intracellulaires et d ’induire la relocalisation de la furine en périphérie 

cellulaire, augmente la maturation du TGFP dépendante du pH. Ceci a pour effet
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d'augmenter ses fonctions biologiques soit l’induction de l’invasion cellulaire et la 

formation des invadopodes.
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Figure (Chapitre 2) 8: La maturation accrue de TGFp dépendante du pH et induite 
par l'hypoxie influence la formation des invadopodes

(A, B) Les cellules H T -1080 ont été transfectées de façon transitoire avec le TGFp. Les 
cellules ont été privées de sérum durant 16h et incubées en condition normoxique (20% CL) 
ou hypoxique (1% CL) pour une période de 16h en présence (A,B) ou non (A) de Ly364947 
(250nM). Les surnageants ont été récoltés, dyalysés et lyophilysés avant d ’être révélés à 
l’aide d'un anticorps contre le LAP par immunobuvardage. Les colonnes représentent le % 
de TGFP maturé de 3 expériences indépendantes. Le % de maturation du TGFP a été 
mesuré par densitométrie de la forme mature de TGFP sur le total de TGFP (pro-TGFp et 
forme mature du TGFp) en utilisant le logiciel Image J. (C) Les cellules H T -1080 ont été 
transfectées de façon transitoire avec le TGFP-W T, TGFP-P3A et le TGFP-P3R. Les 
cellules ont été privées de sérum durant 16h avant une incubation de 16h en condition 
normoxique (20% CL) ou hypoxique (1% CL) en présence de Ly364947 (250nM). Les 
surnageants ont été récoltés, dialysés et lyophilysés avant d ’être révélés par un anticorps 
contre le LAP par immunobuvardage. (D) Les cellules H T -1080 ont été transfectées de 
façon transitoire avec le TGFP-WT, TGFP-P3A, TGFP-P3R. Les cellules ont été 
ensemencées sur une couche de gélatine couplée avec l’oregon-green durant lOh en 
condition normoxique (20% CL) ou hypoxique (1% CL) et marquées avec la phalloïdine- 
Texas-Red (F-actine) et le DAPI (noyaux). Le pourcentage de cellules formant des 
invadopodes a été déterminé par microscopie à fluorescence tel que décrit dans la section 
matériel et méthodes. Colonnes, moyennes; p, * = 0.04, ** = 0.008, *** = 0.005.
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Matériel et Méthodes:

Analyses et valeurs de conservation des histidines

Séquences : Les séquences de TGFp de mammifères ont été identifiées en 

utilisant F ADN génomique de la banque de données Protein Knowledgebase (UniProtKB) 

disponible sur le serveur www.iiniprot.org. Seules les séquences complètes de mammifères 

ont été prises en considération pour l’analyse. Par la suite, les séquences complètes ont été 

alignées afin d ’obtenir une séquence multiple d’alignement (MSA) en utilisant le serveur 

ClustalW2 (ww w.ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalW 2/).

Valeurs de conservation des histidines : La séquence multiple d ’alignement (MSA) 

a été analysée à l’aide du serveur Consurf (http://consurf.tau.ac.il/) en utilisant la méthode 

de calcul Bayesian et le modèle de substitution évolutioniste JTT. La séquence du TG Fpi 

humaine a été utilisée en guise de séquence comparative. Seules les valeurs de conservation 

des histidines ont été prises en considération. Une valeur négative indique une conservation 

entre les espèces et une valeur positive indique une variabilité de l’acide aminé entre les 

espèces. Les données sont illustrées sous forme d’histogramme démontrant la valeur 

normalisée de conservation selon la position de l’histidine dans la séquence du TG Fpi 

humain.

Anticorps et réactifs

Les anticorps utilisés en immunofluorescence (IF) et buvardage (WB) ont été 

utilisés aux dilutions indiquées: l'anti-LAP de chèvre (WB 1 :1000) provient de R&D 

Systems Antibodies (Minneapolis, MN, USA), l’anti-EEAl de souris (IF 1 :200) provient 

de Santa Cruz Biotechnology (Santa Cruz, CA, USA), l’anti-HA de lapin (IF 1 :200) 

provient de Sigma Aldrich (St-Louis, Mo, USA), I’anti-Rab7 (IF 1 :200) provient de BD 

Biosciences (Mississauga, ON, Canada), la transferrine Alexa-546 et les anticorps 

secondaires Alexâ-546 proviennent de Invitrogen (Burlington, ON, Canada).

Le NH4C1, la chloroquine le tamoxifène, la bafilomycine Al et le Ly364947 

proviennent de Sigma Aldrich (St-Louis, Mo, USA).

http://www.iiniprot.org
http://consurf.tau.ac.il/
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Plasmides

Le plasmide pcDNA3-TGF{31-WT provient de notre laboratoire et a été construit 

par Sébastien GrandMont (M.Sc). Les différents mutants histidines du TGFP ont été 

réalisés par mutagénèse dirigée en utilisant la technique des 3 PCRs. Les amorces utilisées 

sont :

TGFP-P3A : 5 -C AACG ACCCCCGCCCATTG ACGTCA AT A-3’

5 ' -A AAGCTCCCGGGC ACGCCG AGCCCTGGA-3 ’

TGFP-P3R : 5 ’ -CAACGACCCCCGCCCATTGACGTCAATA-3 ’

5 ’ - AA AGCTCCCGG AG ACGCCG AGCCCTGGA-3 ’

TGFP-P9A : 5’-C AACG ACCCCCGCCCATTG ACGTCA AT A-3’

5 ’ -TGG AG AGGGCCC AGGCTCTGCA A AGC-3 ’

Les plasmides CMV-NHE6-GFP, pcDNA3-NHE7-His et CMV-NHE9-GFP nous ont été 

généreusement donnés par l’équipe du Dr Kanasawa (Osaka University, Osaka, Japon). Les 

plasmides Rab4-WT et Rab4-Q67L nous ont été généreusement donnés par l’équipe du Dr 

Parent (Université de Sherbrooke, Sherbrooke, Canada).

Pour les constructions de la furine, le plasmide pGEM7ZF-hfur provient du Dr Gary 

Thomas (Vollum Insitute, Portland, Oregon, USA). Le plasmide pGEM 7ZF-hfur a été 

digéré avec EcoRI et EcoICRI et inséré dans le pcDNA3 (Promega, Madison, WI, USA) 

digéré avec EcoRI et EcoRV. Le plasmide pcDNA3-hfur a ensuite été digéré avec HindIII 

et MIuI et inséré dans le plasmide pGFP2 (Biosignal Packard, Montréal, QC, Canada). Le 

plasmide pGFP2-hfur a ensuite été digéré avec MIuI et EcoRV et ligué dans le plasmide 

pcDNA3 enfin d ’obtenir le plasmide pcDNA3-GFP-furin. Le plasmide pcDNA3-GFP-fur- 

VA750 est le produit de la mutation dirigé utilisant la technique des 3 PCRs avec l’amorce 

suivante : 5’-GGGTGAAGGTGGCCACCATGGACCGTGGC-3’.

Culture cellulaire et transfections

Les fibrosarcomes humains H T-1080 et les cellules embryonnaires de reins humains 

HEK293 proviennent de la collection de cultures cellulaires américaine (ATCC, Rockville, 

MD, USA). Les cellules ont été cultivées dans un milieu complet MEM (Invitrogen, 

Carlsbad, CA, USA) supplémenté avec 10% de sérum bovin. Les cellules HT-1080 ont été
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transfectés de façon transitoire avec les différents plasmides en utilisant le réactif Transit- 

LT1 (Mirus, Madison, WI, USA) selon les instructions du manufacturier. Pour les 

conditions hypoxiques, les cellules ont été privées de sérum et incubées dans une chambre 

hypoxique Invivo2 400 maintenue à 1% 0 2, 5% C 0 2 et balancée avec du N2 pour une 

période de 16h.

Marquage par immunofluorescence

Les cellules H T-1080 ont été ensemencées à une concentration de 40 x 103 

cellules/cm2 sur une lamelle de verre de 15 mm de diamètre. Les lamelles ont été placées 

dans une plaque à 12 puits et incubées 24h. Les cellules ont été privées de sérum 2h avant 

d ’être incubées pour une période de 4h. Suite à l’incubation, les cellules ont été lavées avec 

du PBS et fixées à l’aide de la paraformaldéhyde* 1 % (30 min, 4°C). Les cellules ont été 

perméabilisées au triton X-100 0.1% et incubées avec l’anticorps primaire durant 2h à 

température pièce. Les cellules ont ensuite été lavées au PBS et incubées avec l’anticorps 

secondaire couplé à l’alexa-546 pour lh  à 4°C. Comme contrôle négatif, des 

immunoglobulines G de la même espèce ont été utilisées à la place de l’anticorps primaire.

Microscopie confocale

Les cellules ont été examinées à l’aide d ’un microscope confocal (FV1000, 

Olympus, Tokyo, Japon) équipé d’un microscope inversé et d ’un objectif à immersion dans 

l’huile 63X (Olympus). Les spécimens ont été excités au laser 488 nm (laser argon 40mW), 

563 nm (laser hélium-néon) et diode 405. Plusieurs sections optiques horizontales de 512 x 

512 pixels ont été prises à des intervalles de 0.11mm sur toute l’épaisseur de la cellule 

(résolution optique : latérale -  0.18mm; axiale -  0.25 mm). Les images sont affichées en 

pseudo-couleurs, selon leurs fluorochromes, superposées (logiciel FluoView, Olympus), 

coupées et assemblées dans Photoshop (Adobe Systems Mountain View, CA, USA).

Essais d ’invadopodes

Les lamelles ont été préparées tel que décrit précédemment (Baldassarre et al., 

2006) en utilisant de la gélatine couplée à l ’oregon-green (Invitrogen). Trente milles 

cellules ont été ensemencées sur chaque lamelle, laissées adhérer, et incubées dans un



135

milieu MEM contenant 0.5% FBS. Après lOh de stimulation en normoxie et/ou hypoxie, 

les cellules ont été fixées avec de la paraformaldéhyde 1% pour 30 min à 4°C et marquées 

avec du 4 ’,6-diamidino-2 phenylindole (DAPI) pour 5 min à température pièce. Les 

cellules ont été visualisées en microscopie à fluorescence et les cellules formant des 

invadopodes ont été dénombrées. Les invadopodes ont été identifiés par les zones de 

dégradation de la matrice caractérisées par une perte de fluorescence verte. Trois cents 

cellules ont été comptées par lamelle.

Immunobuvardage

Les cellules (1 x 106/pétri de 100mm) ont été privées de sérum 16h avant une 

stimulation de 16h en condition normoxique (21% CL) ou hypoxique (1% CL). Pour les 

stimulations hypoxiques, le Ly364947 (250nM) a été ajouté 30 min avant la stimulation. 

Les surnageants ont été récoltés et conservés à -80°C. Les cellules ont été lavées au PBS 

froid et lysées avec un tampon M-RIPA (50mM Tris-HCl pH 7.4, 150mM NaCl, 0.1% Na- 

Deoxycholate, 8mM EDTA pH 8.0, 10% NP-40 un cocktail d’inhibiteurs de protéases 

(Roche, Indianapolis, IN, USA). L’immunobuvardage a été effectué tel que décrit 

précédemment (Blanchette et al., 2001). Le pourcentage de maturation du TGFP a été 

mesuré avec le ratio d ’intensité relative des bandes du TGFP mature sur les bandes du pro- 

TGFP à l’aide du logiciel Image J (National Institutes of Health).

Préparation des surnageants

Les cellules H T-1080 ont été ensemencées à une concentration de lOxlO6 

cellules/pétri et laissées adhérer durant 24 h. Les cellules ont par la suite été privées de 

sérum durant 16 h avant une stimulation hypoxique de 16 h. Les surnageants ont été 

récoltés et conservés à -80°C.

Préparation des membranes à dialyse : Les membranes à dialyse MWCO 6-8000 

proviennent de Spectrum Laboratories Inc. (Rancho Dominguez, CA, USA). Les 

membranes ont été bouillies dans une solution 2% de sodium bicarbonate + ImM EDTA 

pour une période de 10 minutes. Par la suite, les membranes ont été transférées et bouillies 

dans une solution ImM EDTA.
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Les surnageants ont été transférés dans les membranes à dialyse et dialyses contre 

une solution d ’acide acétique 0,2M à 4°C avec agitation durant 16 h.

Les surnageants dialysés ont par la suite été congelés à -80°C et lyophilisés pour 

une période de 24 h. Les lyophilisats ont été resuspendus dans 50|iL d ’une solution Tris- 

HC1 pH 6.8 (0.5M Tris, 0.4% SDS) avant d’être dosés pour les immunobuvardage.

Imagerie du pH endosomal en temps réel par microscopie confocale

Les cellules H T-1080 ont été ensemencées à une concentration de 30,000 

cellules/puit dans une plaque à 12 puits et incubées 24h. Par la suite, la sonde HPTS (8- 

hydroxypyrene-l,3,6-trisulfonic acid, trisodium sait) (Invitrogen) a été ajoutée à une 

concentration de ImM pour une période d ’incubation de lOh. Les cellules ont par la suite 

été lavées au PBS et incubées 2 h dans un milieu sans sérum. Une stimulation hypoxique 

( 1 % CL) de 4h a par la suite été effectuée.

Analyse confocale : Les cellules ont été excitées à 405nm et 458nm. Pour obtenir les 

valeurs de pH, nous avons fait le ratio de fluorescence F458/F405.

La courbe standard a été effectuée avec des solutions à différents pH (6.0, 6.5, 7.0, 

7.5 et 8.0) dans une solution de calibration (20mM NaCl, 135mM KC1, 20mM D-Glucose, 

ImM MgSCL, 20mM HEPES, ImM CaCL, lOug/mL de nigéricine). Les cellules ont été 

incubées dans la solution de pH pré-défini pour 15 minutes et les ratios F458/F405 ont été 

enregistrés afin de tracer la courbe standard.
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CHAPITRE 3: HDAC6 DEACETYLASE ACTIVITY IS REQUIRED FOR 

HYPOXIA-INDUCED INVADOPODIA FORM ATION AND CELL INVASION

Dominique Arsenault and Claire M. Dubois1

Immunology Division, Department of Pediatrics, Faculty of Medicine and Health Sciences, 
Université de Sherbrooke, Sherbrooke, Quebec, Canada, J1H 5N4.

Article publié dans la revue:
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Avant propos:

Malgré les progrès majeurs et significatifs dans le domaine de la recherche sur le 

cancer, l’invasion des cellules cancéreuses qui mène à la formation des métastases demeure 

un des défis cliniques majeurs. En effet, la formation de métastases est la cause principale 

de mortalité chez les patients atteints du cancer. L’invasion des cellules cancéreuses à 

travers les tissus dépend en grande partie de leur capacité à dégrader la matrice 

extracellulaire. Dans la dernière décennie, des micro-structures cellulaires que l’on appelle 

les invadopodes, ont été mises en évidence et ont été définies comme étant des structures 

spécialisées dans la dégradation de la matrice extracellulaire. Malgré le fait que le 

microenvironnement hypoxique des tumeurs solides est reconnu comme un facteur 

initiateur important de l’invasion cellulaire, peu de travaux ont étudié la relation entre 

l’hypoxie et la biogenèse des invadopodes. Dans ce chapitre, nous démontrons pour la 

première fois que l’histone déacétylase 6 (HDAC6), un membre cytoplasmique de la 

famille des histones déacétylases, est un modulateur de la formation des invadopodes en 

hypoxie. Nos données démontrent que l’hypoxie augmente l’activité déacétylase de la 

HDAC6 sur un de ces substrats, la tubuline, suite à l ’activation de la voie EGFR. Une fois 

activée, la HDAC6 permet la phosphorylation de Smad3 résultant en sa translocation 

nucléaire. Nous démontrons que l’inhibition de l’activité de la HDAC6 empêche la 

translocation de Smad3 résultant en une inhibition de l’invasion cellulaire induite par 

l’hypoxie. Ces résultats suggèrent que l’hypoxie induit la formation des invadopodes de
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manière bi-phasique, impliquant l'activation dépendante de l’EGFR de la HDAC6, ce qui 

permet la phosphorylation de Smad3 et son accumulation au noyau. Ainsi, l’identification 

de la HDAC6 en tant que médiateur clé dans l’invasion cellulaire induite en hypoxie 

pourrait avoir des implications thérapeutiques importantes dans le traitement des cancers 

métastatiques.

Contribution de l’étudiant:

En ce qui concerne les travaux contenus dans ce troisième chapitre de cette thèse, 

Dominique Arsenault a activement contribué à l’écriture de cet article sous la supervision 

de sa directrice de thèse. Il a également participé à la conception du plan de recherche. 

L ’étudiant a également réalisé toutes les expériences présentées dans ce chapitre. Martine 

Charbonneau et Karine Brochu-Gaudreau ont complété les expériences nécessaires à la 

révision de l’article et ont contribué à son acceptation finale.
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Au chapitre 2, nous avons vu que l’hypoxie induisait une augmentation de la maturation du 
pro-TGFjî dépendante du pH acide intracellulaire, ce qui entrainait une augmentation de la 
sécrétion de TGFP bio-activable dans le milieu extracellulaire. De plus, la formation des 
invadopodes en hypoxie est en partie induite par le TGFp via l’action de Smad3. Il est 
connu que la liaison de Smad3 aux microtubules permet de réguler son activation et sa 
translocation nucléaire. De plus, la HDAC6 a comme substrat, la tubuline, qui forme les 
microtubules. La déacétylation de la tubuline par la HDAC6 permet la déséquestration de 
Smad3 du réseau de microtubules permettant sa translocation nucléaire. Ainsi, l ’hypoxie 
pourrait activer la HDAC6 et permettre la translocation nucléaire de Smad3, l ’induction de 
gènes inductibles par le TGFp et mener à la formation des invadopodes et à l ’invasion de la 
matrice extracellulaire.
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ABSTRACT

Despite significant progress in the cancer field, tumor cell invasion and metastasis 

remain a major clinical challenge. Cell invasion across tissue boundaries depends largely 

on extracellular matrix degradation, which can be initiated by formation of actin-rich cell 

structures specialized in matrix degradation called invadopodia. Although the hypoxic 

microenvironment within solid tumors has been increasingly recognized as an important 

driver of local invasion and metastasis, little is known about how hypoxia influences 

invadopodia biogenesis. Here, we show that histone deacetylase 6 (HDAC6), a cytoplasmic 

member of the histone deacetylase family, is a novel modulator of hypoxia-induced 

invadopodia formation. Hypoxia was found to enhance HDAC6 tubulin deacetylase activity 

through activation of the EGFR pathway. Activated HDAC6, in turn, triggered Smad3 

phosphorylation resulting in nuclear accumulation. Inhibition of HDAC6 activity or 

knockdown of the protein inhibited both hypoxia-induced Smad3 activation and 

invadopodia formation. Our data provide evidence that hypoxia influences invadopodia 

formation in a biphasic manner, which involves the activation of HDAC6 deacetylase 

activity by EGFR, resulting in enhanced Smad phosphorylation and nuclear accumulation. 

The identification of HDAC6 as a key participant of hypoxia-induced cell invasion may 

have important therapeutic implications for the treatment of metastasis in cancer patients.
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INTRODUCTION

Hypoxia is a hallmark of solid tumor that leads to cell invasion and metastasis, 

which are the major causes of cancer patient death. Through a complex series o f events, 

hypoxia enhances the propensity of cancer cell to invade. Hypoxia-inducible factor-1 (HIF- 

1) transcriptional activity was proposed to be in part responsible for the enhanced invasive 

properties of cancer cell through the regulation o f a variety of extracellular proteases, 

growth factors and receptors [1,2]. Among these, TGF(}, a well-known cytokine involved in 

many steps of cancer dissemination, has been shown to be increased in cancer cells. Indeed, 

levels of active TGFP as well as activation of the Smad-dependent signaling pathway have 

been shown to be augmented under hypoxia through increased processing of the precursor 

from and/or bioactivation of the latent growth factor [3-5], Besides transcriptional events 

regulated by hypoxia, recent data support a role o f post-transcriptional mechanisms. For 

example, strategic relocalization of proteases, integrins and growth factor receptors at 

recycling endosomes/cell surface and/or increased phosphorylation/activation of kinases 

was shown to contribute to enhanced invasiveness of cancer cells [6-10]. Despite the 

progress in understanding how hypoxia regulates cell invasion, the exact mechanisms 

involved remain poorly defined.

Recent reports have highlighted the implication o f histone deacetylases (HDACs) in 

tumor progression and invasion and their potential use as therapeutic targets for cancer 

therapy is now emerging [11,12]. Eleven classical HDAC family members have been 

identified in human. These enzymes are mainly involved in deacetylation of histones 

[13,14], although a growing list of non-histone proteins such as tubulin, cortactin, heat 

shock proteins and catenin have been shown to be HDAC substrates [15]. Because these 

substrates as well as abnormal activation and deactivation of transcription based on histone 

status have been associated with tumorigenesis, various pan-specific HDAC inhibitors have 

been evaluated in clinical trials for cancer therapy [16-18]. Data showed that these 

inhibitors caused numerous side-effects and had poor anti-cancer activity against solid- 

tumors [19-21], possibly due to the role o f HDACs as post-translational modifiers of 

numerous key proteins [22], These results fostered the study of the role of individual



142

HDAC enzymes in cancer progression. Among the HDACs family members, HDAC6 is a 

cytoplasmic resident protein that is overexpressed in many cancers [23-26] and has been 

implicated in cell migration and invasion [27-29], Alpha-tubulin is the major substrate of 

HDAC6 but emerging evidence indicates that cortactin can also be deacetylated by 

HDAC6[29-31], These cytoskeleton components play various roles in cell division, protein 

trafficking, cell motility, and signal transduction [32], Recently, HDAC6 has been shown to 

be a key regulator during epithelial-to-mesenchymal transition (EMT) by regulating Smad3 

activation and nuclear translocation possibly through desequestration of Smad3 from 

acetylated a-tubulin [27,33]. HDAC6 has been shown to be an estrogen-regulated gene 

[34] but growth factors such as TGFP and EGF can also enhance its activity in vitro 

[27,35]. These studies suggested the participation o f HDAC6 in cancer cell invasion and 

metastasis, possibly through a mechanism involving TGFP action/signaling.

During the process of metastasis, tumor cells must degrade extracellular matrix 

(ECM) in order to migrate through blood vessels and colonize distant sites. To achieve 

tissue invasion, cancer cells initiate a number of developmental processes. Acquisition of 

migratory and invasive properties involves reorganization of the actin cytoskeleton and 

concomitant formation of invadopodia. Invadopodia are dynamic extensions o f the plasma 

membrane enriched in F-actin as well as cortactin, a key signaling protein involved in many 

cellular processes, including cell adhesion, endocytosis/exocytosis, migration and actin- 

driven membrane protrusion formation. A number of signaling events, mostly involving 

tyrosine phosphorylation, occur within invadopodes and they cooperate to up-regulate 

expression of integrins, metalloproteases and other components involved in invadopodia 

formation and focal ECM degradation [36-41], Whereas there is relatively little known 

concerning environmental factors that stimulate invadopodia formation, growth factors 

such as TGFP and EGF, acidic pH, and ECM-induced integrin activation have been shown 

to trigger invadopodia formation [41-45]. In this respect, we have recently shown that 

hypoxia increased invadopodia formation through activation/phosphorylation of p90 

ribosomal S6 kinase (p90RSK) [10].
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In this report, we present data showing that hypoxia enhances invadopodia 

formation and cell invasion through the enhancement of HDAC6 deacetylase activity. 

Furthermore, we show that this event is regulated through the EGF receptor. The enhanced 

activity of HDAC6 allowed Smad3 activation and nuclear translocation, which was 

involved in hypoxia-induced invadopodia production. These findings provide new insight 

into the molecular mechanisms linking the tumor hypoxic microenvironment and cell 

invasion and open the way to further investigations aimed at targeting HDAC6 for the 

treatment of metastasis.

MATERIALS AND METHODS 

Antibodies and reagents

Antibodies used for immunofluorescence (IF) microscopy and Western blotting (WB) were 

used at the following dilutions: mouse anti-cortactin (IF 1:250) and rabbit anti-phospho- 

smad3 (IF 1:200) antibodies were purchased from Millipore (Billerica, MA), rabbit anti- 

smad3 (IF 1:200), rabbit anti-EGFR (WB 1:1000) and rabbit anti-phospho-tyrosine (WB 

1:1000) antibodies were purchased from Cell Signaling Technology (Danvers, MA), rabbit 

anti-HDAC6 antibody (IF 1:200, WB 1:1000) was bought from Santa Cruz Biotechnology 

(Santa Crux, CA), mouse anti-a-tubulin (IF 1:1000, WB 1:1000) and mouse anti- 

acetylated-tubulin (IF 1:200, WB 1:1000) antibodies were from Sigma-Aldrich (St-Louis, 

MO), Oregon-488 conjugated phalloïdin, 4 ’,6-diamidino-2-phenylindole dilactate (DAPI) 

were from Molecular Probes (Eugene, OR). All secondary antibodies used for IF were from 

Molecular Probes (Eugene, OR). Secondary anti-mouse-conjugated horseradish peroxidase 

(HRP) and anti-rabbit-conjugated HRP were obtained from Amersham Biosciences (Baie 

d ’Urfé, QC). The following reagents were used at the indicated concentrations: TGFP (2 

ng/mL, 5 ng/mL) from PerproTech Inc. (Rocky Hill, NJ), Tyrphostin A G -1478 (2 pM , 10 

pM) from BioMol International (Plymouth, PA), SIS3 (0.5 pM , 5.0 pM) from Calbiochem 

International (La Jolla, CA), Trichostatin A (2.5 pM , 5.0 pM ) and Ly364947 (50 nM, 500 

nM) from Sigma-Aldrich. Tubacin (10 pM ) was purchase from Sigma-Aldrich and 

Nitubacin (10 pM) was a generous gift o f Dr. Ralph L. Schreiber (Center for System 

Biology, Massachusetts General Hospital, Boston, MA).
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Plasmids

pGEM7ZF-hfur was a generous gift of Dr. Gary Thomas (University of Oregon, Vollum 

Institute, Portland, OR). pGEM7ZF-hfur was digested with EcoRI and EcoICRI and 

inserted into pcDNA3 (Promega, Madison, WI) digested with EcoRI and EcoRV. AT-PDX 

gene, kindly provided by Dr. Gary Thomas was inserted into the EcoRI/Apal cloning site 

of pcDNA3 plasmid vector. shRNA against HDAC6 or scramble shRNA (control) were 

from SABiosciences (Frederick, MD).

Cell culture and transfection

Human Fibrosarcoma HT-1080 cells were obtained from the American Type Culture 

Collection (ATCC, Rockville, MD). Cells were cultured in complete media consisting of 

minimal essential medium (Invitrogen, Carlsbad, CA) supplemented with 10% fetal bovine 

serum. H T-1080 cells were stably transfected with pcDNA3-hFur, pcDNA3-PDX and 

HDAC6 shRNA using the TransIT®-LTl Transfection Reagent (Mirus, Madison, WI), 

according to the manufacturer’s instructions. pcDNA3-hFur and pcDNA3-PDX stably 

transfected cells were maintained in complete media containing G-418 (600 pg/ml). 

HDAC6 shRNA transfected cells were maintained in complete media containing 

puromycin (2 pg/mL) (InvivoGen, San Diego, CA). Hypoxic conditions were used as 

follows. Cells were serum-starved and placed in an Invivo2 400 hypoxic workstation 

maintained at 1% 0 2, 5% CO2 compensated with N2 for different periods of time, as 

indicated in the legends o f the Figures.

Immunofluorescence staining

Cells were seeded at a density of 5 X 104 cells/cm2 in circular 15-mm diameter glass 

coverslips coated with gelatin (0.2%). The coverslips were placed in 12-well culture plates 

and incubated for 24 h. The cells were serum-starved for 3 h prior to exposure to normoxie 

or hypoxic conditions for different periods of time. All reagents were added 30 min prior to 

cell exposure to experimental conditions. Following incubations, the cells were washed 

with PBS, fixed with 2% paraformaldehyde (30 min, 4°C) permeabilized (0.1% Triton- 

X I00), and immunostained for 2 h with primary antibody or stained with phalloïdin for 45
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min. The cells were then washed and incubated with Alexa-conjugated secondary 

antibodies at 4°C for 1 h. As negative controls, species- and isotype-matched 

immunoglobulin G were used instead of primary antibody.

Invadopodia assay

Coverslips were prepared as described [46] using Oregon Green gelatin (Invitrogen). Thirty 

thousand cells were seeded on each coverslip, allowed to adhere, and incubated in MEM 

containing 0.5% FBS. Following various incubation times, as indicated in the legends of 

the Figures, cells were fixed with 1% paraformaldehyde for 30 min at 4°C and stained with 

DAPI for 5 min at room temperature. Cells were visualized by fluorescence microscopy, 

and cells forming invadopodia were counted. Invadopodia were identified by areas of 

matrix degradation characterized by loss of green fluorescence. A minimum of three 

hundred cells were counted per coverslip.

Confocal microscopy

Cells were examined with a scanning confocal microscope (FV1000, Olympus, Tokyo, 

Japan) equipped with an inverted microscope and a 63X oil immersion objective 

(Olympus). Specimens were laser-excited at 488 nm, 563 nm and 405 nm. Serial horizontal 

optical sections of 512 x 512 pixels with 2-times line averaging were taken at 0.11 pm 

intervals through the entire thickness o f the cell (optical resolution: lateral - 0.18 pm; axial - 

0.25 pm). Images were acquired on the same day, typically from 10 cells o f similar size 

from each experimental condition, under identical settings.

Image analysis and quantitative measurements

In the case of Alexa-488/DAPI- or Alexa-546/DAPI-merged fluorescence images, dot 

fluorograms were obtained by plotting pixel values of each marker in the vertical and 

horizontal axes, respectively. Thresholds were determined using single markers and noise 

and background were subtracted. Quadrant markers were adjusted forming background (C), 

red- or green-only (D), blue-only (A) and co-localization areas (B). The percentage of 

colocalization was calculated as follows (B)/((B)+(A)) x 100. To determine fluorescence 

quantification, images were processed for a total o f 35 slices per cell on 10 size-matched
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cells for each experimental condition, and experiments were performed at least three times. 

Images were shown in pseudo-color, according to their original fluorochromes, merged 

(FluoView software (Olympus), then cropped and assembled (Adobe Photoshop software, 

Adobe Systems, Mountain View, CA). To quantify the areas of degradation, pictures of 

fluorescent gelatin were acquired and captured into ImagePro imaging software (Media 

Cybernetics Inc, Bethesda, MD) and degradation areas were calculated in pixel intensities 

for a total of at least 20 cells per coverslip.

Western blots

Cells (1 x 106 per 100-mm petri dishes) were incubated overnight and serum-starved for 4 h 

prior to exposure to normoxie (21% 0 2) or hypoxic (1% 0 2) conditions. The cells were 

washed in ice-cold PBS and lysed with a M-RIPA lysis buffer (50 mM Tris-HCl pH 7.4, 

150 mM NaCl, 0.1% Na-deoxycholate, 8 mM EDTA pH 8.0, 10% NP-40 and complete 

mini EDTA-free protease inhibitor cocktail tablets (Roche, Indianapolis, IN). 

Immunoblotting was performed as described [47],

Immunoprécipitation

Cells (2 x 107per 150-mm petri dishes) were incubated overnight and serum-starved 3 to 4 

h prior to stimulation under normoxie (21% 0 2) or hypoxic (1% 0 2) conditions for 30, 60 

and 120 min. Cells were then washed with ice-cold PBS and lysed with NP-40 phosphate 

buffer (1% NP-40, 150 mM NaCl, 10 mM sodium phosphate, complete mini EDTA-free 

protease inhibitor cocktail tablet (Roche Applied Science). One mg total protein was 

immunoprecipitated with anti-EGFR antibody (1:100) and blotted with anti-phospho- 

tyrosine antibody ( 1:1000) as described in the Western Blot section.

Three-dimensional invasion assays

Collagen type I matrix was prepared as follows, Aliquots (50 pL) of agarose containing 

10% FBS were deposited in 96 well culture plates. Aliquots (50 pL) of fibrillar type I 

collagen (3 mg/mL) (R&D Systems, Minneapolis, MN) were then prepared following the 

manufacturer’s instructions and layered on top of the agarose layer. Cells (2 x 104/100 pi of 

MEM) were serum-starved overnight, seeded on top of the collagen layer and incubated for
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24 h under normoxie or hypoxie conditions. The cells were labeled with CellTraceTM 

Calcein Green AM (Invitrogen) 1 h prior to the end o f incubation. Cells were then washed 

with PBS and fixed with 3% glutaraldehyde for 30 min followed by confocal microscopy 

analysis using a FV1000 Olympus confocal microscope. Collagen matrix pellets were 

scanned along the Z-axis. Cells that had invaded the collagen gel were imaged and 

quantitated at each 5 pm layers within the gel. Cell invasion was expressed as a ratio o f the 

fluorescence intensity of each 5 pm layer/ fluorescence intensity of the top 5 pm layer (non

invading cells).

Statistical analysis

Unpaired Student’s r-test was used to assess statistical significance. A p  value < 0.05 was 

considered to be significant.
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RESULTS 

Hypoxia enhances invadopodia formation and ECM degradation through the 

TGFp/Smad3-dependent signaling pathway.

Exposure of H T -1080 human fibrosarcoma cells to hypoxic conditions (1% CL) for 

10 h resulted in a 10-fold increase in the percentage of cells forming invadopodia compared 

to normoxie conditions (21% 0 2) (Figure 1A). Quantification o f the number of invadopodia 

identified by the colocalization of actin and cortactin, two known markers of invadopodia 

[36], as well as the extend of ECM degradation per cells showed a significant increase in 

hypoxic cells compared to their normoxie counterpart (Figures IB, 1C). Similarly to the 

data recently published by our group [10], these observations showed that hypoxia 

enhanced both the formation of invadopodia and their capacity to degrade ECM.
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Figure (Chapitre 3) 1: Hypoxia promotes invadopodia formation

H T-1080 cells were cultured on FITC-gelatin-coated slides in normoxia or hypoxia for 4 h 
(B) or 10 h (A,C). (A) Percentage of cells forming invadopodia. (B) Micrographs of actin 
(green), cortactin (red) nucleus (blue) and merged images are shown. The associated graph 
shows the number of F-actin-positive and cortactin-positive invadopodia per cell as 
described under Materials and Methods. (C) Quantification of ECM degradation (area/cell). 
The associated micrographs show representative ECM degradation area for a single cell. 
Columns correspond to the mean ± SEM; ** p < 0.01, *** p < 0.001; scale bars correspond 
to 5 pm.

We have previously reported that hypoxia induced an increase in pro-TGFP 

maturation through up-regulation of the proprotein convertase furin [2]. In addition, TGFP
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was shown to promote the invasion of cancer cells [48-50] and the formation of F-actin 

cores in CA1D human breast cancer cells [45] and podosomes in endothelial cells [44], To 

address the potential role of TGFP in hypoxia-induced invadopodia formation, we first 

added TGFP to H T-1080 cells incubated under normoxic or hypoxic conditions. Low 

concentrations of TGFp increased invadopodia formation and ECM degradation in 

normoxic cells (Figures 2A, 2B). Alternatively, higher concentrations of TGFP enhanced 

invadopodia formation and ECM degradation in both normoxic and hypoxic cells as well as 

the number of invadopodia formed per cell (Figures 2A ,B). These results indicated that 

TGFp mimicked the impact of hypoxia on invadopodia formation and function and was 

therefore a candidate mediator by which invadopodia are stimulated by hypoxia.

To investigate the implication of endogenous TGFP in hypoxia-induced 

invadopodia formation, we took advantage of the ability of the proprotein convertase furin 

to recognize and cleave at the basic sequences found in TGFp 1,-2 and -3 maturation site, 

providing an efficient way to interfere with activation of TGFP [51]. Overexpression of 

furin in H T-1080 cells led to a 2-fold increase in the percentage o f cells forming 

invadopodia in normoxic cells. In contrast, overexpression of al-antitrypsin-Portland ( a l -  

PDX), a modified serpin with potent furin inhibitory activity [52,53] did not modify the 

capacity of the cells to produce invadopodia under normoxic conditions while it completely 

blunted invadopodia formation and ECM degradation in cells incubated under hypoxia 

(Figures 2C,D). Furthermore, the levels o f bioactive T G F p i, as measured using ELISA 

assays, were 2-fold higher in supernatants from hypoxic cells compared to supernatants 

from nonhypoxic cells (data not shown). Taken together, these results suggested that 

endogenous TGFP was involved in hypoxia-induced invadopodia formation and ECM 

degradation.
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Figure (Chapitre 3) 1. Endogenous TGF^ is involved in hypoxia-induced invadopodia 
formation

(A,B) HT-1080 cells were cultured on FITC-gelatin-coated slides in normoxia or hypoxia 
for 10 h in the presence or absence of TGFP added at the indicated concentrations. (A) 
Percentage of cells forming invadopodia. (B) Quantification of ECM degradation 
(area/cell). (C,D) HT-1080, HT-1080-hFur and HT-1080-PDX cells were cultured on 
FITC-gelatin-coated slides in normoxia or hypoxia for 10 h. (C) Percentage of cells 
forming invadopodia. (D) Quantification of ECM degradation (area/cell). Columns 
correspond to the mean ± SEM; ** p < 0.01, *** p < 0.005.

TGFp signals, in part, through a canonical pathway involving Smad2/3 and Smad4 

that forms a multimeric Smad complex which induces or represses TGFP responsive genes
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once accumulated in the nucleus [54]. Recently, it has been shown that TGFP induced 

invadopodia production by enhancing MMP-9 production, an event that was associated 

with Smad-dependent signaling pathway [45], In addition, hypoxia was shown to induce 

the expression of various genes through cooperation between Smad3 and HIF-1/-2 [55,56], 

To further investigate the role of TGFP in hypoxia-induced invadopodia, we first tested 

whether exposure to hypoxia led to Smad2 and Smad3 activation and nuclear accumulation 

using antibodies that detect the activated (phosphorylation on C-terminal serine residues) 

state of these Smads. TGFP stimulations were used as controls. Results revealed that 

hypoxia increased the levels of Smad3 phosphorylation (Supplementary Figure S I) and the 

accumulation of p-Smad3 in the nucleus of HT-1080 cells, with a maximal effect at 6 h 

(Figures 3A, 3B). In contrast, Smad 2 phosphorylation or nuclear accumulation was only 

marginally affected by hypoxia (Supplementary Figures SI and S2). Stimulation o f the 

cells with TGFP under normoxic conditions resulted in a significant increase in nuclear 

accumulation of both p-Smad2 (Supplementary Figure S2) and p-Smad3 (Figures 3A, 3B). 

Next, we used pharmacological inhibitors to investigate the role of the Smad3-dependent 

signaling pathway in hypoxia-induced invadopodia formation. Treatment of HT-1080 cells 

with either Ly364947, a selective inhibitor of TGFPR-1 [57], or SIS3, a cell-permeable 

selective inhibitor of TGFP-dependent Smad3 phosphorylation and Smad3-mediated 

cellular signaling [58], had no significant impact on the percentage of cells forming 

invadopodia under normoxic conditions (Figure 3C). This result correlated with the 

previous observation that Smad3 was not activated nor accumulated in the nucleus of 

normoxic cells. Conversely, the addition of Ly364947 or SIS3 to cells cultured under 

hypoxic conditions resulted in a concentration-dependent decrease in the percentage of 

cells forming invadopodia with a complete inhibition observed at the highest concentration 

(Figure 3C). A similar inhibition was observed upon addition of TGFP 1,-2,-3 neutralizing 

antibodies (data not shown). Taken together, these results strongly suggested that TGFP 

played a critical role in hypoxia-induced invadopodia formation in HT-1080 cells through 

the Smad3-dependent signaling pathway.
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Figure (Chapitre 3) 2. The Smad3-dependent signalling pathway is involved in 
hypoxia-induced invadopodia formation

(A,B) HT-1080 cells were seeded on gelatin-coated slides and incubated in the presence or 
absence of TGF|3 or in hypoxia for 3, 6 or 16 h Cells were labelled for p-Smad3 and 
nucleus (DAPI) and analyzed by confocal microscopy. (A) Micrographs of p-Smad3 (red), 
nucleus (blue) and merged images (binary mask-overlay). (B) Graph showing the 
percentage of colocalization of p-Smad3 with nucleus measured as described under 
Materials and Methods. (C) Cells were seeded on FITC-gelatin-coated slides, preincubated 
in the presence or absence of SIS3 or Ly364947 for 30 min and incubated in normoxia or 
hypoxia for 10 h. The graph shows the percentage of cells forming invadopodia. Columns 
correspond to the mean ± SEM; ** p = 0.01, *** p < 0.001 ; Scale bars correspond to 5 pm.
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HDAC6 activity is required for hypoxia-induced Smad3 nuclear translocation and 

invadopodia formation.

HDAC6 has been shown to be involved in microtubule stability through the 

regulation of the levels of tubulin acétylation [59]. Moreover, recent studies have indicated 

that HDAC6 was required for TGF|31-induced EMT, an event that was correlated with 

HDAC6-induced deacetylation of tubulin and activation of Smad3 [27]. This finding 

prompted us to investigate the relationship between HDAC6 and Smad3 signaling in 

hypoxia-induced invadopodia formation. To define the role o f HDAC6 in hypoxia-induced 

Smad3 nuclear accumulation, HT-1080 cells were transfected with HDAC6-targeted 

shRNA or control shRNA. Knockdown or inhibition of HDAC6 activity with tubacin, a 

specific inhibitor of HDAC6 tubulin deacetylase activity[60], resulted in a strong inhibition 

of hypoxia-induced nuclear localization of p-Smad3 compared to an absence of significant 

reduction in cells transfected with control shRNA (Figure 4A,B). Immunoblotting results 

confirmed the efficiency of HDAC6 knockdown (Figure 4A). We therefore concluded that 

HDAC6 activity was required for hypoxia-induced nuclear accumulation of Smad3. To 

determine whether HDAC6 and HDAC6 deacetylase activity were involved in hypoxia- 

induced invadopodia formation, HT-1080 cells were transfected with HDAC6-specific 

shRNA or incubated with tubacin, or its non-functional structural analog nitubacin [60], 

during invadopodia assays. Knockdown of HDAC6 with shRNA completely inhibited 

hypoxia-induced invadopodia formation without affecting the normoxic levels of 

invadopodia (Figure 4D). In addition, tubacin decreased the percentage o f cells forming 

invadopodia in normoxia while completely abolishing invadopodia formation in response 

to hypoxia (Figure 4C). In contrast, nitubacin treatment did not affect the percentage of 

invadopodia formed by cells cultured under normoxic or hypoxic conditions (Figure 4C). 

Similar inhibition was observed when cells were incubated with trichostatin A (TSA), a 

large spectrum HDAC inhibitor, during the invadopodia assay (Supplementary Figure S3). 

To further assess the relevance of HDAC6 in hypoxia-induced cell invasion, we performed 

three-dimensional invasion assays. HT-1080 cells, transfected with control or HDAC6 

shRNAs, were seeded on top of type I collagen matrix and incubated under normoxic or 

hypoxic conditions for 48 h. Cells that invaded the collagen gels were imaged and 

quantitated using confocal microscopy. Results showed that HDAC6 knockdown cells lost
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the ability to deeply invade collagen gels in response to hypoxia, without changing their 

invasive capacity under normoxic conditions (Figures 4E, 4F). These results indicated an 

essential role for HDAC6 and HDAC6 deacetylase activity in hypoxia-induced Smad3 

activation and cell invasion. They also suggested that HDAC6 levels and/or activity were 

regulated by hypoxia.
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Figure (Chapitre 3) 3. HDAC6 is involved in hypoxia-induced invadopodia formation

(A) HT-1080 (CTL), HT-1080 transfected with control shRNA (sh-CTL) or shRNA 
targeting HDAC6 (shHDAC6) or (B) untransfected HT-1080 cells incubated in the 
presence or absence of Tubacin or TGFP were cultured on gelatin-coated slides in 
normoxia or hypoxia for 6 h. (A,B) Graph showing the percentage of colocalization of p- 
Smad3 with nucleus (DAPI) measured as described under Materials and Methods. (A) 
Immunoblot showing inhibition of HDAC6 expression by HDAC6 shRNA. (C) HT-1080 
cells were cultured on FITC-gelatin-coated slides in normoxia or hypoxia for 10 h and 
treated with DMSO (vehicle CTL), Tubacin or Nitubacin (Negative CTL). The graph 
shows the percentage of cells forming invadopodia. (D-F) HT-1080 (CTL), HT-1080 
transfected with shCTL (sh-CTL) and HT-1080 transfected with shHDACô (shHDACô) 
were cultured on FITC-gelatin-coated slides (D) or allowed to invade collagen gels (E,F) in 
normoxia or hypoxia. (D) Percentage of cells forming invadopodia for cells incubated for 
10 h. (E,F) Cells were allowed to invade collagen gels for 24 h and stained as described 
under Materials and Methods. (E) Relative fluorescence intensity of the cells according to 
the depth o f invasion. The arbitrary index of invasion was calculated as described under 
Materials and Methods. (F) Maximal depth of invasion. Columns correspond to the mean ± 
SEM; * p < 0.04; ** p < 0.002, *** p < 0.001.

Hypoxia-induced HDAC6 activity involves the EGF/EGFR but not the TGFP 

pathway.

To define whether hypoxia enhances HDAC6 protein level and/or activity, HT-1080 

cells were incubated under normoxic or hypoxic conditions and HDAC6 levels and activity 

were measured by immunoblotting for HDAC and a-tubulin, respectively. Computation of 

the ratio of acetylated to total a-tubulin showed that exposure of the cells to hypoxia for 2 

and 4 h resulted in a 60% and 80% increase in HDAC6 activity (as visualized by the loss in 

acetylated tubulin), respectively, without significant modulation in HDAC6 protein levels 

(Figure 5A). In addition, the levels of HDAC6 activity returned to control (normoxic) 

conditions upon incubation of the cells for longer periods of time (6 - 24 h; data not 

shown).



158

Normoxia 
Hypoxia 2h 
Hypoxia 4h

134 kDa-

50 kDa-

B Normoxia +  +  +
TG Fp 2ng/mL +
T G Fp5ng/m L  +

50 kDa-

Ratio: 
(Ac-tub/Tub)

HDAC6

Ac-Tubulin

-Tubulin

1 0.4 0.2

134 kDa- HDAC6

50 kDa-

•Tubulin50  kDa-

Ratio: 0.7 0.4
(Ac-tub/Tub)

Normoxia 
EGF 10ng/mL 
EGF 20ng/mL

134 kDa-

50 kDa-

50 kDa-

Ratio: 
(Ac-tub/Tub)

+ + 
+

+

1 0.2 0.2

-HDAC6

•Ac-Tubulin

•Tubulin

Figure (Chapitre 3) 4. Hypoxia induces HDAC6 deacetylase activity

(A) HT-1080 cells were seeded on gelatin-coated slides and incubated in normoxia or 
hypoxia for 2 h or 4 h and cell lysates immunoblotted for HDAC6, acetylated-tubulin, and 
tubulin. (B, C) Cells seeded on gelatin-coated slides were incubated in normoxia for 4 h in 
the presence or absence of (B) TGFp or (C) EGF at the indicated concentrations. 
Immunoblots of HDAC6, acetylated-tubulin, and tubulin

Because HDAC6 activity, but not its expression, was affected by hypoxia, we next 

searched for potential mediators of HDAC6 activation. TGFP through the canonical 

pathway, and EGF, through activation of the EGFR, are among the few stimuli reported to 

directly modulate HDAC6 activity [27,35]. Therefore these pathways represent candidate 

mediators of HDAC6 activation under hypoxic conditions. The results presented above 

indicated that the TGFpR/Smad3 pathway was activated in HT-1080 cells exposed to 

hypoxic conditions (Figures 3A, 3B). To define whether TGFP or EGF influenced HDAC6 

tubulin deacetylase activity, HT-1080 cells cultured under normoxic conditions, were
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incubated for 4 h in the presence or absence of EGF or TGFp. The addition o f EGF or 

TGFP resulted in a significant increase in HDAC6 activity as illustrated by the reduction in 

the levels of acetylated-tubulin over tubulin, whereas HDAC6 protein levels were not 

altered by either EGF or TGFp (Figures 5B, 5C). Next, to define whether hypoxia induced 

the activation of the EGF receptor, HT-1080 cells were incubated for different periods of 

time under hypoxic conditions. EGFR was then immunoprecipitated followed by 

immunoblotting with anti-phosphotyrosine antibodies or anti-EGFR antibodies. Results 

indicated that hypoxia increased EGFR phosphorylation on tyrosine residues with maximal 

effect at 60 min, although total levels o f EGFR remained unchanged (Figure 6A). Next, to 

investigate the implication of endogenous growth factors in hypoxia-induced HDAC6 

activation, cells were pre-treated with either Tyrphostin A G -1478, or Ly364947 to 

selectively block kinase activity associated with EGFR or TG FpRl, respectively, followed 

by incubation under hypoxic conditions for 2 or 4 h. Inhibition of EGFR kinase activity 

almost completely prevented hypoxia-induced HDAC6 deacetylase activity (Figure 6B). In 

contrast, inhibition of the TGFPR1 kinase had no significant effect (Figure 6B). These data 

suggested that although EGFR and TGFpRl are activated under hypoxic conditions, the 

ability of hypoxia to activate HDAC6 activity is likely to be mediated by EGFR.
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Figure (Chapitre 3) 5. The EGF/EGFR signalling pathway is involved in hypoxia- 
induced HDAC6 activation

(A) HT-1080 cells were seeded on gelatin-coated slides and incubated in normoxia or 
hypoxia for the indicated times. Cell lysates were immunoprecipitated (IP) with anti-EGFR 
antibodies and immunoblotted with anti-phosphotyrosine and anti-EGFR antibodies. (B) 
HT-1080 cells were seeded on gelatin-coated slides and incubated in normoxia or hypoxia 
for 2 h and 4 h in the presence or absence of Tyrphostin AG1478 or Ly364947 at the 
indicated concentration. Cell lysates were immunoblotted with acetylated-tubulin and 
tubulin antibodies.

Results presented above suggested a relationship between the EGF and TGFp 

signalling pathway in hypoxia-induced Smad3 activation and nuclear accumulation. To 

explore this possibility further, HT-1080 cells were incubated for 6 h under normoxic 

conditions in the presence of low concentrations of TGFp with or without EGF, or 

incubated in hypoxia in the presence or absence of Tyrphostin A G -1478. A low 

concentration (0.5 ng/mL) of TGFP was sufficient to significantly induce pSmad3 nuclear 

accumulation, whereas a higher concentration (5 ng/mL) led to a further increase in 

pSmad3 nuclear accumulation (Figure 7). Interestingly, EGF alone induced a small but 

significant accumulation of Smad3 in the nucleus, and addition of 0.5 ng/ml of TGFP
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resulted in an additive effect on p-Smad3 nuclear accumulation. Furthermore, similar to 

results found using TGFpRl or Smad3 inhibitors (Figure 3C), selective inhibition of EGFR 

kinase activity with Tyrphostin AG-1478 completely abrogated hypoxia-induced nuclear 

accumulation of p-Smad3 (Figure 7). Taken together, these results suggested that the EGFR 

and TGFP signaling pathways cooperated for the nuclear accumulation of pSmad3 under 

hypoxic conditions.

Figure (Chapitre 3) 6. EGF enhances TGFP signalling and Smad3 nuclear 
accumulation

HT-1080 cells were seeded on gelatin coated-slides and incubated in normoxia or hypoxia 
for 6 h in the presence or absence of TGFp, EGF and Tyrphostin AG1478 at the indicated 
concentrations. Percentage of colocalization of p-Smad3 with nucleus measured as 
described under Materials and Methods.

60i
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DISCUSSION

In this study, we showed that exposure of fibrosarcoma cells to hypoxia promoted 

HDAC6 tubulin deacetylase activity that orchestrated Smad3 activation and nuclear 

translocation. We identified TGFP and Smad3 signaling pathway as important mediators of 

hypoxia-induced invadopodia formation. In addition, we demonstrated that the inhibition of 

HDAC6 expression or deacetylase activity impaired Smad3 activation, an event involved in 

invadopodia formation and cell invasion triggered by hypoxia. We further provided 

evidence that hypoxia modulated HDAC6 activity through the activation of EGFR. These 

results led us to propose that hypoxia promotes invadopodia formation through an EGFR- 

HDAC6-TGFp/Smad3 axis (Figure 8).

EGFR
activation

Funn

HDAC6TGF|i processing

Cortactin

UJ 
2
H  Sm ad3 activation/ A 

nuclear translocation

TGFfi-inducible /
genes 1

\
INVADOPODIA V  

FORMATION

Figure (Chapitre 3) 7. Mechanism of invadopodia formation under hypoxia

The hypoxic microenvironment in solid tumor is proposed to influence invadopodia 
formation through a biphasic mechanism involving the regulation of HDAC6, followed by 
activation of the TGFp/Smad3-dependent signaling pathway. First, hypoxia leads to the 
activation of the EGF/EGFR pathway, which enhances HDAC6 tubulin deacetylase 
activity. In parallel, hypoxia increases the expression of the proprotein convertase furin, 
resulting in enhanced TGFp processing and bioactivation. HDAC6 tubulin deacetylation 
may allow the desequestration of Smad3 from the MT network leading to its activation and 
nuclear translocation. Smad3 translocation leads to the enhanced transcription of TGFP 
inducible genes and invadopodia production. In this model, HDAC6 might also translocate 
to the cell periphery where it was shown to be involved in cortactin deacetylation(Kaluza et 
al., 2011) an event needed for the formation o f actin-rich invadopodia structures.
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TGF(3 is a secreted growth factor that controls numerous biological processes such 

as proliferation and differentiation. It is synthesized as a precursor protein that requires 

proteolytic cleavage by proprotein convertases in order to become biologically active 

[51,61]. TGFp is up-regulated in various types of cancers [62-64] and has been shown to be 

involved in invadopodia formation [45], Accordingly, our results support a role for TGFP 

in hypoxia-induced invadopodia formation. Several reports have shown that hypoxia leads 

to the bioactivation of latent TGFP [3,65] and we have previously shown that such increase 

in TGFp bioactivation occurred, at least in part, through up-regulation of the proprotein 

convertase furin [2], Our data indicated that hypoxia-induced invadopodia formation was 

mimicked by overexpression of furin, whereas it was reverted by inhibition of the 

endogenous convertase strongly suggesting that enhanced bioactivation o f endogenous 

TGFP is one of the mechanism involved in invadopodia formation induced by hypoxia.

Canonical TGFP signaling plays a pivotal role in tumor invasion [66,67]. Our 

results indicates that Smad3, but not Smad2 (Supplementary Figures S2, S3) is 

phosphorylated and translocated to the nucleus upon short term (3-6 h) incubation o f the 

cells under hypoxic conditions and that this event persists for up to 16 h. Such activation of 

Smad3 seems to be a key mechanism by which hypoxia enhanced invadopodia formation 

since full inhibition of the percentage of cells forming invadopodia was observed in the 

presence of selective inhibitors o f Smad3 phosphorylation/signaling as well as inhibitors of 

the TGFP I J J  J l D I I  activity T It was reported that the cellular response to hypoxia 

involves signaling via Smad proteins. Indeed, brief exposure of HUVECs to hypoxia was 

shown to be sufficient to induce Smad phosphorylation through bioactivation of latent 

TGFP [3], There is now ample evidence that Smad2 and Smad3 have distinct and non

overlapping roles in TGFP signaling and that these differ in cell types [68], Interestingly, 

Smad3 has been linked to TGFP-mediated EMT [69], an important event associated with 

cell migration and invasion [70-72], In addition, Smad3 has been shown to be an important 

contributor to breast cancer cell invasion by controlling the expression of MMP-2 and 

MMP-9 [73], two metalloproteinases involved in matrix degradation and invadopodia 

functions [74,75] . In contrast, Smad 2 was shown to be required for TGFP-induced growth
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inhibition in various cell context [76,77]. Therefore such strategic activation of Smad 3 

under hypoxia might be important for cancer cell transformation into a more aggressive, 

invadopodia-forming phenotype.

Little is known concerning the selective activation of Smad2 versus Smad3, but this 

could occur at the level of phosphorylation, gene expression, protein stability, nuclear 

import/export mechanisms or cytoplasmic/plasma membrane sequestration by retention 

proteins in a cell-dependent and/or context-dependent fashion. We observed that even 

though Smad3 protein expression levels remained unchanged, hypoxia consistently and 

repetitively triggered an increase in Smad3 activation suggesting that hypoxia does not 

modify Smad3 stability or gene expression. Microtubule binding to Smads has been 

proposed to regulate TGFp activity by sequestering and controlling the association and 

phosphorylation of Smads by activated TGFP-receptor I [33]. It was recently reported that 

TGFp-induced EMT was regulated by HDAC6, a cytoplasmic histone deacetylase that 

controls acetylated-level of a-tubulin and was shown to promote the activation of Smad3 in 

response to TGFP [27]. HDAC6-mediated tubulin deacetylation is known to decrease 

tubulin stability and a recent study indicated that the structural integrity of P j  tubulin 

played an essential role in mediating its interaction with Smad3 [78], Here we show that 

selective inhibition of HDAC6 tubulin deacetylase activity restrained Smad3 nuclear 

accumulation following TGFP stimulation or incubation under hypoxia, further suggesting 

the role of HDAC6 in the regulation of Smad3 activity in different cell context. We also 

demonstrated that inhibition or knockdown of HDAC6 resulted in a complete impairment 

of hypoxia-induced invadopodia formation, strengthening the role of Smad3 signaling 

pathway in invadopodia formation. Although deacetylation o f a-tubulin by HDAC6 and 

subsequent Smad3 activation seems to be an important event in the induction of 

invadopodia production in hypoxia, other data link HDAC6 to tumor progression and 

cancer cell invasion through deacetylation of other cytoplasmic substrates. Indeed, it has 

been reported that inhibition of HDAC6 leads to hypoacetylation of H SP90a resulting in a 

diminution of MMP-2 maturation and decreased cell invasion [79]. An additional study has 

shown that HDAC6 regulates cell migration by altering acétylation o f cortactin, an 

important component of invadopodia machinery [30] and that HDAC6 was required for
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invadopodia activity by regulating acetylated level of tubulin and cortactin [28], Therefore, 

these observations suggest that other complementary mechanisms are involved leading to 

enhanced cell invasion under hypoxia.

Despite growing evidence indicating a role for HDAC6 in cancer invasion, inducers of 

HDAC6 activity are still poorly characterized. Among the few factors, TGFP has been 

shown .to induce HDAC6 activity through Smad3 activation in lung epithelial cells [27] and 

we showed here that stimulation o f fibrosarcoma cells with TGFP enhanced HDAC6 

activity. Even though TGFP has the capacity to activate HDAC6 in different cell systems, 

including ours, it is unlikely that endogenous TGFP is the main factor involved in the early 

activation of HDAC6 in response to hypoxia. In fact, our results showed that short 

exposure of the cells to hypoxia (2-4 h) was sufficient to enhance HDAC6 deacetylase 

activity, while maximal activation/phosphorylation of Smad3 in response to hypoxia 

occurred at 6h. In addition, inhibition of the TG FpRl kinase did not reduce the enhanced 

HDAC6 action triggered by hypoxia, further suggesting the implication of other 

mediators/signaling pathways. Accordingly, a recent report has indicated that EGF-induced 

ERK-MAP kinase pathway enhanced cell migration by inducing deacetylation of tubulin 

through activation of HDAC6 [35]. EGFR is known to be activated under hypoxia [80,81] 

and is a well-known growth factor involved in cancer progression. Results presented here 

showed that hypoxia triggered EGFR phosphorylation and that incubation of the cells with 

EGF induced HDAC6 activation. Furthermore, inhibition o f the EGFR pathway strongly 

reduced hypoxia-induced HDAC6 deacetylase activity, whereas parallel inhibition of TGFP 

signaling had no effect. These results provided evidence that the early activation of 

HDAC6 under hypoxia was triggered by the activation of the EGFR pathway.

There is increasing evidence that EGF signaling acts in concert with Smads to 

regulate TGFp responsive genes. EGF signaling through ERK1/2 was shown to promote 

the phosphorylation of R-Smads, resulting in down regulation of their activity and 

translocation to the nucleus [82,83] while a recent study revealed that activation o f the 

EGFR-ERK1/2 pathway resulted in the phosphorylation of Smad3 on its linker region 

leading to increased transcriptional activity [84], Results presented here showed that EGF
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induces a small but significant increase in Smad3 activation/nuclear accumulation and 

amplified TGF(3-induced nuclear accumulation of Smad3 (Figure 7). Although it is possible 

that EGF a directly activates Smad3, our results indicating that EGFR is activated by 

hypoxia and that inhibition of EGFR strongly reduced hypoxia-induced HDAC6 

deacetylase activity. These results are consistent with a mechanism whereby EGF activates 

HDAC6 and induces its tubulin deacetylase activity that facilitates Smad3 activation and 

nuclear translocation.

Hypoxia appeared to enhance HDAC6 activity through post-translational 

mechanisms because total HDAC6 protein levels were not altered by exposure of the cells 

to hypoxia. Recent data have revealed that HDAC6 activity can be regulated through 

phosphorylation. HDAC6 possesses several putative EGFR/MAPK phosphorylation sites 

and phosphorylation on Tyr570 by EGF stimulation has been shown to regulate HDAC6 

tubulin deacetylase activity [85]. In addition, casein-kinase II (CK-II) was shown to 

phosphorylates HDAC6 on Ser458, causing activation of HDAC6 and regulation of 

aggresome formation in response to stress [86]. Interestingly, both hypoxia and EGF can 

up-regulate the activity of CK-II through phosphorylation or the enhanced expression o f the 

P-subunit [87], suggesting that activation of HDAC6 under hypoxia could be modulated by 

EGFR and/or CK-II. Future work would be needed to define the phosphorylation status of 

HDAC6 under hypoxia and to identify the nature of the protein kinases and 

phosphorylation sites involved.

A growing body of evidence indicates that the hypoxic microenvironment of solid 

tumors is a crucial inducer of cell invasion and metastasis. Consequently much interest has 

been drawn on “targetable” proteins and mechanisms to inhibit hypoxia-induced cell 

invasion. Hypoxia has previously been shown to induce HDAC6 gene and protein 

expression[31,88] and here we show that this microenvironment also enhances HDAC6 

activity, further strengthening the role of HDAC6 in hypoxia-induced cellular events. We 

also demonstrate that HDAC6 plays an essential role in hypoxia-induced invadopodia 

formation and cell invasion through selective activation of Smad3. Several small molecule 

inhibitors of HDAC6 are being developed and tested in vivo [89,90] so the identification of
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HDAC6 as a key participant o f hypoxia-induced cell invasion may provide a new and 

testable target to counter hypoxia-driven cell invasion and metastasis. It might also provide 

an alternative way to interfere with selective aspects o f TGFP signaling in hypoxic cells.
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Figures supplémentaires:
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Figure supplémentaire (Chapitre 3) 1: Hypoxia induces the phosphorylation o f Smad3

HT-1080 cells were incubated in normoxia with or without TGFfi (0.5ng/mL) and in 
hypoxia for 3 or 6  h. Total cell lysates were immunoblotted for p-Smad2, p-Smad3 and 
total Smad3.
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Figure supplémentaire (Chapitre 3) 1. Hypoxia does not cause p-Smad2 nuclear 
translocation

HT-1080 cells were cultured on gelatin coated-slides and incubated for 3 and 6  hours in 
normoxia or hypoxia. Percentage of colocalizationof p-Smad2 and p-Smad3 with the 
nucleus as described under Materials and Methods. Column, mean; bars, SEM, *** 
pcO.OOl.
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Figure supplémentaire (Chapitre 3) 2. Inhibition of HDACs influences invadopodia 
formation

HT-1080 cells were cultured on fluorescent gelatin-coated slides and incubated in normoxia 
or hypoxia for 10 hours in the presence or absence of TSA at the indicated concentrations. 
The graph shows the percentage of cells forming invadopodia. Column, mean; bars, SEM; 
* p=0.04.
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DISCUSSION

Au cours de cette discussion, certains résultats présentés dans les chapitres 

précédents seront abordés de nouveau de façon brève afin de faciliter la compréhension des 

hypothèses et des perspectives expérimentales discutées.

Le microenvironnement hypoxique est une caractéristique typique des tumeurs 

solides qui corrèle avec la formation des métastases et le mauvais pronostic des patients 

atteints de cancer (Lunt et al., 2009). La grande majorité des études précédentes ont associé 

l’augmentation de l ’invasion des cellules cancéreuses en condition hypoxique avec leur 

habileté à réguler stratégiquement l’expression de gènes spécifiques tels que des protéases, 

des molécules d ’adhésion et des facteurs de croissance afin de leur conférer un phénotype 

invasif. Beaucoup d’emphase a été mise sur l ’étude du facteur de transcription HIF-1, un 

facteur inductible en hypoxie, et le rôle de H IF-1 dans la régulation transcriptionnelle de 

protéines impliquées dans l’invasion cellulaire. Dans notre laboratoire, nous avions 

démontré que l’expression de la furine, une convertase de proprotéines largement étudiée et 

associée au processus d’invasion cellulaire, était induite en hypoxie via le facteur de 

transcription HIF-1. L ’augmentation hypoxique de la furine menait à l’activation de 

protéines précurseures impliquées dans le processus de formation des métastases 

(McMahon et al., 2005).

L ’augmentation de l’expression de la furine et son rôle dans différents aspects de la 

tumorigenèse ont été bien documentés. Au fait, plusieurs études démontrent que l’inhibition 

sélective de la furine résulte en une diminution des caractéristiques métastatiques des 

cellules cancéreuses (Basak et al., 2010; Coppola et al., 2008; de Cicco et al., 2007; 

Scamuffa et al., 2008). Or, malgré les études encourageantes, l’inhibition de la furine dans 

un système complexe in vivo reste problématique. En effet, il est bien connu que la furine 

joue un rôle primordial dans l’embryogenèse, de part son rôle dans la bioactivation de 

précurseurs protéiques impliqués dans le développement, tels que les BMPs, la protéine 

Nodal, le TGF(5 et le N otch-1 (Constam and Robertson, 1999; Cui et al., 1998; Dubois et 

al., 1995; Logeât et al., 1998; Pearton et al., 2001). Ainsi, l’absence de l’expression de la 

furine lors de l ’embryogenèse résulte en des défauts de développement causant la mort des 

embryons de souris (Waibel, 1976). La dualité entre les fonctions biologiques
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fondamentales de la furine et son implication dans le processus de tumorigenèse en font 

une cible thérapeutique problématique.

Devant l’importance de la convertase de pro-protéines furine dans la formation de 

métastases et son rôle primordial dans l’homéostasie cellulaire, il est essentiel de 

comprendre les mécanismes qui régulent ses activités dans les conditions normales et 

pathologiques. Ceci est d’autant plus nécessaire afin d ’élaborer des stratégies d ’intervention 

et d ’inhibition sélective dans le but de contrôler efficacement les effets néfastes de cette 

enzyme.

Modèle d ’étude

La grande majorité des expériences dans cette thèse ont été effectuées avec les 

cellules H T-1080, une lignée cancéreuse humaine de fibrosarcome. L ’une des 

caractéristiques de ces cellules est une mutation sur le codon 61 qui résulte en une 

activation constitutive du gène N-Ras qui maintient son phénotype de cellules transformées 

et hautement métastatique (Brown et al., 1984; Hall et al., 1983). Étant donné que nous 

nous intéressions aux mécanismes impliqués dans l’invasion cellulaire et aux mécanismes 

potentiels qui induisent la formation des invadopodes, une des étapes finales dans la 

progression tumorale, l’utilisation d ’une lignée cancéreuse transformée et invasive était 

nécessaire. De ce fait, plusieurs études utilisent cette lignée afin d’étudier les mécanismes 

d ’invasion cellulaire dans le cancer (Jeon and Lee, 2010; Kim et al., 2001a; Park et al., 

2013; Takino et al., 2011). De plus, les cellules HT-1080 expriment au moins 3 systèmes de 

collagénase de type 1, soit la sécrétion de MMP1 et de MMP2 ainsi que la protéase ancrée 

à la membrane MT1-MMP (Li et al., 2008a; Sabeh et al., 2004; Sabeh et al., 2009) qui sont 

essentielles à l’invasion cellulaire dépendante des protéases ainsi qu’à la formation des 

invadopodes (Artym et al., 2006; Botta et al., 2012; Chen and Wang, 1999; Clark et al.,

2007). Le microenvironnement hypoxique influence également le phénotype métastastique 

de ces cellules (Zhang and Hill, 2007) et promeut leur capacité invasive (Subarsky and Hill,

2008). Ainsi, cette lignée cancéreuse hautement métastatique est un modèle approprié de 

part son expression importante de métalloprotéases de la matrice, substrats potentiels de la 

furine, ainsi que son phénotype invasif et transformé, afin d ’étudier les mécanismes menant 

à la formation des métastasés dans le microenvironnement hypoxiques des tumeurs solides.
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Influence de l’hypoxie sur la localisation intracellulaire de la furine

Une des caractéristiques intéressantes de la furine est sa capacité à se retrouver dans 

différents compartiments cellulaires, lui permettant ainsi d’avoir accès à un vaste éventail 

de substrats. De ce fait, la régulation de la localisation et de routage intracellulaire de la 

furine ont été bien décrits dans la littérature (Molloy et al., 1999). La localisation 

prédominante de la furine au TGN laisse présager que son rôle dans la bioactivation de 

précurseurs protéiques a majoritairement lieu dans ce compartiment et dans la voie de 

biosynthèse. Par contre, plusieurs évidences récentes démontrent que la furine localisée à la 

membrane plasmique participe à l ’activation de substrats spécifiques. L ’étude la plus 

convaincante démontre la formation d ’un complexe d ’activation membranaire impliquant la 

protéine Cripto, une protéine ancrée à la membrane plasmique par un domaine glycosyl- 

phosphatidylinositol, qui permet le clivage protéolytique de la protéine Nodal, un membre 

de la super-famille du TGF(3l (Blanchet et al., 2008). Cette étude démontre que l’activation 

de proprotéines n’est pas restreinte au TGN et à la voie de sécrétion, et que la localisation 

de la furine à la périphérie cellulaire peut influencer sa capacité à maturer différents 

substrats.

Nous savons que le microenvironnement hypoxique des tumeurs solides influence 

la localisation cellulaire et le routage de différentes protéines impliquées dans la migration 

et l’invasion cellulaire. Certaines de ces protéines, telles que les intégrines et des 

métalloprotéases de la matrice, sont des substrats de la furine et sont associées à des régions 

spécialisées de la membrane plasmique. Ainsi, dans la première partie de cette thèse, nous 

nous sommes intéressés à l ’influence de l’hypoxie sur la localisation cellulaire de la furine 

et à son implication potentielle dans l’invasion des cellules cancéreuses. D ’après des études 

réalisées dans notre laboratoire, notre première observation concernant l’influence du 

microenvironnement hypoxique sur la localisation cellulaire de la furine provient d ’un 

modèle de xénogreffes de cellules HT-1080 chez la souris. Les résultats démontrent 

clairement que la furine est surexprimée dans les zones hypoxiques de la tumeur, indiquant 

et confirmant l’hypothèse voulant que le microenvironnement hypoxique contribue à la 

régulation de la furine dans les tumeurs solides (McMahon et al., 2005). De façon
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intrigante, l’observation la plus intéressante provient du fait que malgré que le marquage de 

la furine colocalise partiellement avec le TGN, la grande majorité de ce marquage de la 

furine se retrouve au niveau du cytoplasme de la cellule (Figure supplémentaire 3, (chapitre 

1)). Ce résultat inédit indique que le microenvironnement hypoxique, en plus de réguler 

l’expression protéique de la furine (McMahon et al., 2005), régule également sa localisation 

intracellulaire.

Afin d'étudier la localisation intracellulaire de la furine, nous avons utilisé un 

système de surexpression de la furine étiquetée eGFP (en C-terminal) dans les cellules HT- 

1080. Étant donné que le routage intracellulaire de la furine est connu pour être régulé par 

des motifs de signalisation localisés dans sa queue cytoplasmique (Molloy et al., 1999), 

nous avons effectué en parallèle des expériences de surexpression d ’une furine non- 

étiquetée. Ceci nous permettait de s’assurer que la protéine de fusion eGFP, une molécule 

de 29kDa, n ’interférait pas avec les motifs de routage de la furine. De plus, nos 

constructions possèdent un promoteur CMV, contrairement au promoteur contenant des 

régions HRE (sensible à l'hypoxie) de la furine de type sauvage (McMahon et al., 2005). 

Ceci nous permettait d ’étudier l’influence de l’hypoxie sur le routage de la furine 

indépendamment de l’induction hypoxique de son expression par le facteur de transcription 

H IF-la . Nos données démontrent de façon convaincante qu’une stimulation de 4 h en 

condition hypoxique induit la relocalisation de la furine du TGN vers la membrane 

plasmique (Figure 1, (chapitre 1)). De façon intéressante, cette relocalisation est hautement 

régulée du fait que la réoxygénation des cellules résulte en un retour de la furine au TGN. 

De plus, nos essais d ’activité enzymatique de la furine à la membrane plasmique nous 

indiquent que la furine est fonctionnelle et active lorsque redistribuée à cet endroit. Ces 

résultats démontrent pour la première fois qu’un stimulus du microenvironnement tumoral 

influence la localisation intracellulaire de la convertase de pro-protéines furine et sont 

d ’une importance capitale pour nos connaissances sur le rôle de cette enzyme dans la 

tumorigenèse.

Mécanismes potentiels de régulation de la redistribution de la furine à la 

membrane plasmique
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Malgré le fait que la furine est souvent régulée à la hausse chez les cellules 

cancéreuses et que l’hypoxie induit son expression, elle est normalement faiblement 

exprimée dans les cellules. Ainsi, il a été proposé que l’ancrage de la furine à la membrane 

plasmique serait un mécanisme qui permet de concentrer la protéase dans des régions 

spécialisées de la membrane (Thomas, 2002). Le domaine cytoplasmique de la furine 

contient un motif VY capable de lier la filamine-A, une protéine d’ancrage au cytosquelette 

pour plusieurs protéines (Liu et al., 1997). Nos données utilisant le mutant de la furine- 

filamine-A (eGFP-fur-VA750) supportent l’hypothèse voulant que l’association de la furine 

avec la fïlamine-A soit une étape essentielle dans la relocalisation de la furine en hypoxie 

(Figure 6  (Chapitre 1)). Or, le mécanisme précis régissant l’interaction de la furine avec la 

filamine-A reste à être élucidé. La présence d ’une tyrosine au site d ’interaction suggère que 

des événements de phosphorylation/déphosphorylation pourraient réguler l’interaction entre 

les deux protéines. De ce fait, le motif de liaison VY à la filamine-A de la queue 

cytoplasmique de la furine ressemble au m otif consensus de reconnaissance pour les 

domaines d’homologie à Src (SH2) de la phosphatase SHP-1/2 (Sweeney et al., 2005). De 

façon intéressante, F activation de SHP-2 est modulée par des événements d ’hypoxie et de 

réoxygénation ainsi que sa translocation dans les radeaux lipidiques où l’on trouve 

également la filamine-A (Park et al., 2009). Des expériences additionnelles seront 

nécessaires afin de valider le rôle de SHP-2 dans les événements de 

phosphorylation/déphosphorylation du motif VY dans la liaison de la furine à la membrane 

plasmique. Par exemple, des inhibiteurs pharmacologiques de SHP-2 ou des ARN 

interférents spécifiques à la phosphatase permettraient d ’élucider le rôle de la phosphatase 

dans l’interaction des deux protéines par immunoprécipitation. D ’un autre point de vue, il 

est connu que la phosphorylation de la filamine-A affecte son interaction avec plusieurs 

protéines (van der Flier and Sonnenberg, 2001). Par exemple, plusieurs kinases ont été 

démontrées comme étant capables de phosphoryler la ser2152 de la filamine-A telles que 

PAK1, PKA, Akt et p90 RSK2 (Jay et al., 2004; Ravid et al., 2008; Vadlamudi et al., 2002; 

Woo et al., 2004). De façon intéressante, l’hypoxie a été décrite comme capable d ’activer 

certaines de ces kinases dont Akt (Beitner-Johnson et al., 2001; Stegeman et al., 2012). De 

plus, une étude récente de notre laboratoire démontre que l’hypoxie induit l’activation de 

p90 RSK (Lucien et al., 2011). D ’autres kinases ont également été démontrées comme étant
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capables de phosphoryler la filamine-A, mais les résidus impliqués n’ont pas été 

déterminés. De cette manière, en hypoxie, des événements de phosphorylation autant de la 

filamine-A que du motif VY de la queue cytoplasmique de la furine pourraient réguler 

l’interaction entre la furine et la filamine-A et ainsi permettre de concentrer la furine à la 

membrane plasmique.

Une autre possibilité expliquant la présence accrue de furine à la membrane 

plasmique réside en son interaction avec la protéine Cripto-1, une protéine hautement 

exprimée dans les cellules souches embryonnaires et les tumeurs humaines (Blanchet et al.,

2008). Une étude récente démontre que l’hypoxie induit de façon significative l’expression 

de Cripto-1 dans des lignées de carcinomes embryonnaires humains et que son expression 

est régulée par le facteur de transcription H IF - la  (Bianco et al., 2009). Conséquemment, il 

serait possible que l’hypoxie induise la formation d ’un complexe membranaire comprenant 

la protéine Cripto-1 afin de recruter la furine à la membrane plasmique et de former un 

complexe de maturation. Par contre, l ’interdépendance du facteur de transcription H IF -la  

et de Cripto-1 suggère un mécanisme de régulation transcriptionnel qui ne serait 

possiblement pas approprié pour la délocalisation rapide de la furine observée en conditions 

hypoxiques. Néanmoins, plusieurs expériences seraient nécessaires afin d ’étudier le rôle de 

Cripto-1 dans la relocalisation membranaire de la furine. Il faudrait tout d ’abord vérifier si 

l’hypoxie induit l’expression de Cripto-1 dans notre système, et ce, à des temps cours. 

L ’utilisation d ’ARN interférants spécifiques à Cripto-1 nous permettrait de déterminer si la 

délocalisation de la furine à la membrane plasmique est dépendante de son interaction avec 

Cripto-1. Étant donné que Cripto interagit avec le domaine P de la furine, un mutant de 

délétion de ce domaine pourrait également être utilisé afin de valider notre hypothèse 

(Blanchet et al., 2008).

L’internalisation de la furine a déjà été décrite comme étant un mécanisme 

dépendant de la clathrine (Crump et al., 2001; Teuchert et al., 1999a). Nos résultats utilisant 

un inhibiteur de l’internalisation via clathrine, la chlorpromazine, confirment ces données 

(Figure 4, (chapitre 1)). Par ailleurs, nos résultats démontrent que l’hypoxie induit 

également l’endocytose de la furine médiée par les cavéoles. Dans la littérature, plusieurs 

groupes ont observé que la furine est présente dans des microdomaines de la membrane 

plasmique riches en cavéoline-1 , soit les radeaux lipidiques, et que la protéase est active
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dans ces régions (Blanchet et al., 2008; M ayer et al., 2003; Watanabe et al., 2009). L ’intérêt 

de la furine à se relocaliser dans les radeaux lipidiques pourrait être expliqué par la 

présence de certains de ses substrats tumorigéniques dans ces régions. À titre d ’exemple, 

les intégrines et la MT1-MMP, deux médiateurs importants de l’invasion cellulaire, 

interagissent avec la cavéoline-1 (Labrecque et al., 2004). Il a aussi été démontré que la 

MT1-MMP est activée par la furine dans les radeaux lipidiques des cellules cancéreuses 

(Annabi et al., 2001). De ce fait, nous avons observé dans le laboratoire que l’hypoxie 

induisait la compartimentalisation de la furine avec la MT1-MMP dans des vésicules 

localisées en périphérie cellulaire (résultats non-présentés). Ainsi, l ’induction de la voie 

d ’endocytose dépendante de la cavéoline- 1  pourrait être un mécanisme favorisant 

l ’interaction de la furine avec un sous-groupe de substrats directement impliqués dans 

l’invasion cellulaire. Différentes évidences de la littérature suggèrent également une 

relation entre la filamine-A et la cavéoline-1. Premièrement, la liaison de la filamine-A 

avec la cavéoline-1 a été observée par différents groupes (Ravid et al., 2008; Stahlhut and 

van Deurs, 2000). Les chercheurs ont proposé que l’interaction de la filamine-A avec la 

cavéoline- 1  à la membrane plasmique soit un mécanisme permettant de réguler 

l ’internalisation dépendante des cavéoles et le routage de certaines vésicules (Sverdlov et 

al., 2009). De plus, une étude récente a observé que la filamine-A était requise pour le 

confinement des vésicules positives pour la cavéoline -1  situées dans des régions confinées 

de la membrane plasmique (Muriel et al., 2011). Ainsi, la formation d ’un complexe 

membranaire incluant l’interaction entre la furine, la filamine-A et la cavéoline-1 pourrait 

permettre le confinement stratégique de la furine à la surface cellulaire et permettre son 

interaction avec certains précurseurs protéiques.

Les chaînes a  des intégrines sont des substrats de la furine impliqués dans 

l’invasion cellulaire. Il est connu que le routage intracellulaire des intégrines permet 

d’établir et de maintenir la polarité cellulaire et de contrôler l’adhésion de la cellule à la 

matrice extracellulaire. Un des médiateurs importants du routage vésiculaire des intégrines 

sont les RabGTPases. Malgré le rôle bien défini de Rabl 1 dans l’invasion cellulaire induite 

en hypoxie (Yoon et al., 2005), nos résultats démontrent que la furine recycle plutôt dans 

des vésicules positives pour Rab4, qui constituent une boucle de recyclage rapide entre la 

membrane plasmique et les endosomes (Figure 5, (chapitre 1)). Aucune étude antérieure n’a
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démontré une relation entre l’hypoxie et la voie de recyclage dépendante de Rab4. Par 

contre, des études récentes ont démontré que l’intégrine aV(33 est recyclée dans des 

vésicules positives pour Rab4, permettant ainsi à la cellule de se polariser et de migrer dans 

la matrice extracellulaire (di Blasio et al., 2010; White et al., 2007). De cette façon, la 

redistribution localisée de la furine dans les vésicules Rab4 pourrait permettre à la furine 

d’intéragir avec et de maturer rapidement des substrats internalisés qui recyclent et qui sont 

essentiels à l’induction de la polarité cellulaire et à la migration.

L’ensemble de nos données indique que la furine en condition hypoxique est 

relocalisée dans une boucle de recyclage entre la membrane plasmique et les endosomes de 

recyclage. Or, les mécanismes moléculaires par lesquels le microenvironnement hypoxique 

permet de maintenir la furine en périphérie cellulaire sont indéterminés. Des études 

précédentes ont démontré le rôle de la CK-II dans la phosphorylation de la queue 

cytoplasmique de la furine ainsi que l'implication de ce mécanisme dans la localisation 

cellulaire de l'enzyme (Jones et al., 1995). De plus, l ’expression, de même que l’activité de 

cette kinase sont affectées par l’hypoxie (Mottet et al., 2005). En accord avec nos résultats 

préliminaires (résultats non-présentés), l’hypoxie affecte également la localisation 

intracellulaire des sous-unités de la CK-II. La stimulation hypoxique des cellules résulte en 

une accumulation de la CK-II en périphérie cellulaire. La présence de la kinase en 

périphérie cellulaire pourrait permettre la phosphorylation de la furine à la membrane 

plasmique et ainsi prolonger la présence de l’enzyme à la surface cellulaire et dans les 

compartiments d’endocytose. En relation avec cette hypothèse, nous avons démontré que 

l’inhibition de la CK-II avec un agent pharmacologique (DRB) interfère avec la capacité de 

la furine à être redistribuée du TGN vers la membrane plasmique (Figure supplémentaire 4, 

(chapitre 1)). Devant l’éventualité que la CK-II soit un acteur majeur dans la redistribution 

de la furine à la membrane plasmique en condition hypoxique, des études de 

phosphorylation de la queue cytoplasmique seraient nécessaires afin de déterminer si 

l’hypoxie induit la phosphorylation différentielle des résidus de la queue cytoplasmique de 

la furine. Des mutations ponctuelles des sérines 773 et 775 par des alanines (mimant un état 

déphosphorylé) ou des aspartates (mimant un état phosphorylé) pourraient nous permettre 

d ’élucider le rôle de ces acides aminés et de la dépendance de la CK-II dans la 

relocalisation induite en hypoxie de la furine.
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Rôle potentiel de la relocalisation de la furine dans la formation des invadopodes

Malgré le fait que la surexpression de la furine soit une caractéristique commune de 

plusieurs cancers, possiblement dû à sa régulation transcriptionnelle induite par le facteur 

de transcription HIF-1 en hypoxie, nos résultats mettent l’emphase sur l'im portance d'un 

autre mécanisme, soit la redistribution de la furine en périphérie cellulaire, dans la capacité 

des cellules cancéreuses à dégrader la matrice extracellulaire (Figure 7, chapitre 1)). Nos 

expériences utilisant le mutant de la furine-filamine-A (eGFP-fur-VA750) démontrent que 

l’interférence dans la redistribution de la furine en hypoxie inhibe l’invasion des cellules 

cancéreuses dans la matrice extracellulaire. Le fait que plusieurs substrats activés en 

hypoxie et impliqués dans l’invasion cellulaire se retrouvent dans les mêmes 

compartiments cellulaires que la furine suggère fortement que la redistribution stratégique 

de la furine permet son interaction avec différents substrats tumorigéniques essentiels pour 

l’invasion et la formation des métastases. Les cellules cancéreuses ont développé des 

mécanismes afin de dégrader la matrice extracellulaire et ainsi migrer dans les tissus. L’un 

de ces mécanismes est la formation d ’invadopodes, des structures membranaires 

directement impliquées dans la dégradation de la matrice extracellulaire et l’invasion 

cellulaire. La biogenèse de ces structures est hautement régulée et leur formation nécessite 

un transport actif des protéines à des régions spécifiques de la membrane plasmique. Parmi 

ces protéines, des intégrines, des métalloprotéases ainsi que certains facteurs de croissance, 

qui sont des substrats potentiels de la furine, sont activés et acheminés vers ces structures. Il 

serait donc envisageable de penser que la redistribution de la furine en périphérie cellulaire 

soit un mécanisme permettant un accès direct aux différents substrats de la furine qui sont 

nécessaires à la formation et les fonctions des invadopodes.

Les résultats découlant de nos essais d ’invasion cellulaire suggèrent fortement que 

le mécanisme d’initiation de l ’invasion est dépendant de la formation des invadopodes. Des 

données non-présentées dans cette thèse démontrent que l’utilisation de l’ilomastat (GM- 

6001), un inhibiteur à large spectre des métalloprotéases de la matrice, inhibe 

complètement l’invasion des cellules cancéreuses dans notre système, autant en condition 

normoxique que hypoxique. De ce fait, une des caractéristiques de la migration des cellules 

cancéreuses est la transition épithéliale-mésenchymale. Cette transformation est
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caractérisée par la production et la sécrétion de métalloprotéases essentielles aux fonctions 

de dégradation des invadopodes (Eckert et al., 2011; Pignatelli et al., 2012). La nécessité de 

la MT1-MMP à être activée par clivage protéolytique dépendant de la furine renforce 

l’hypothèse voulant que la relocalisation de la furine puisse permettre l ’interaction de 

l’enzyme avec son substrat et ainsi mener aux fonctions de dégradation de l’invadopode. À 

l'aide de la microscopie confocale, nous avons observé que la furine relocalisée en hypoxie 

colocalise avec la cortactine, un marqueur bien documenté de la formation des invadopodes 

(Bowden et al., 1999; Bowden et al., 2006), dans des régions proximales aux sites de 

dégradation de la matrice extracellulaire (résultats non-présentés). La présence de la furine 

aux sites de formation de l'invadopode suggère que l’enzyme pourrait interagir et activer 

des substrats directement impliqués dans les fonctions des invadopodes, tels que les 

intégrines et les métalloprotéases de la matrice qui sont recyclées et acheminées à ces 

structures (Mueller et al., 1999; Nakahara et al., 1997; Nakahara et al., 1998; Nakahara et 

al., 1996).

Plusieurs autres évidences de la littérature indiquent que la redistribution localisée 

de la furine à la membrane plasmique pourrait être impliquée dans la formation des 

invadopodes et mener à l’invasion cellulaire. Comme nous l’avons vu précédemment, 

l’hypoxie induit la relocalisation de la furine dans des régions spécialisées de la membrane 

plasmique riches en cavéoline-1. Des études récentes ont déterminé que les radeaux 

lipidiques ainsi que la cavéoline-1 sont essentiels à la biogenèse de l’invadopode (Caldieri 

et al., 2009; Yamaguchi and Oikawa, 2010). De plus, une étude a démontré que la 

cavéoline- 1  s’accumule aux invadopodes et colocalise avec les radeaux lipidiques 

internalisés. L ’étude a également observé que la MT1-MMP est localisée dans les radeaux 

lipidiques et qu’elle est transportée aux sites d ’invadopodes dans des vésicules enrichies en 

cavéoline-1 (Yamaguchi et al., 2009). Cette étude démontre que les invadopodes sont des 

sites où le routage des radeaux lipidiques est primordial et que la cavéoline - 1  est un 

régulateur essentiel des fonctions de la MT1-MMP dans l’invasion cellulaire dépendante 

des invadopodes. Ainsi, elle supporte l’hypothèse voulant que le recyclage de la furine dans 

les radeaux lipidiques induit en hypoxie, pourrait permettre la formation d ’un compartiment 

de maturation de substrats impliqués dans les fonctions de dégradation des invadopodes via 

son interaction avec la MT1-MMP.
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Nous avons également démontré que la capacité de la furine à s'ancrer à la filamine- 

A est essentielle à la redistribution de la furine en périphérie cellulaire. De ce fait, une étude 

par microscopie électronique a détecté la présence de filamine-A dans les structures 

d'invadopodes (Takkunen et al., 2010) suggérant que la filamine-A pourrait permettre de 

recruter localement la protéase aux invadopodes. Des essais préliminaires démontrent que, 

tout comme l’essai d'invasion 3D, un blocage de l'interaction entre la furine et la filamine- 

A diminue significativement la capacité des cellules à dégrader la matrice extracellulaire en 

condition hypoxique dans les essais d’invadopodes (résultats non-présentés). Ces données 

suggèrent que les fonctions de la furine dans l'induction de la formation des invadopodes 

en hypoxie sont associées à des événements localisés à la membrane plasmique ou en 

périphérie cellulaire dans la voie de recyclage.

L’interaction de la filamine-A avec la cavéoline-1 permet la régulation du routage 

des vésicules riches en radeaux lipidiques.L’association de ces deux protéines résulte en 

une phosphorylation de la cavéoline-1 par la kinase Src (Sverdlov et al., 2009). Src est une 

composante essentielle et critique dans la formation des invadopodes et régit la cascade de 

signalisation menant à la réorganisation du cytosquelette d ’actine. L ’activation de Src 

dépendante des intégrines pourrait non seulement initier la formation de l’invadopode, mais 

également favoriser l’interaction de la cavéoline-1 avec la filamine-A. La formation de ce 

complexe membranaire pourrait permettre le recrutement de la furine dans les 

compartiments de maturation afin d’acheminer les métalloprotéases de la matrice actives 

aux sites de dégradation des invadopodes.

La kinase Src pourrait également jouer un rôle central dans la relocalisation de la 

furine en périphérie cellulaire. La CK-II a un rôle prédominant dans le routage 

intracellulaire de la furine via la phosphorylation des sérines 773-775 situées dans sa queue 

cytoplasmique. Il a été démontré que la sous-unité catalytique de la CK-II pouvait être 

phosphorylée par des protéines kinases de la famille Src résultant en l ’augmentation de son 

activité catalytique (Donella-Deana et al., 2003). De plus, l ’hypoxie induit l’activité de la 

kinase Src dans les cellules cancéreuses Caco2 et HT-29, et ce après 4 h d’incubation en 

hypoxie, période à laquelle la furine est relocalisée dans les cellules HT-1080 (Zeng et al.,

2010). Ainsi, l ’activation hypoxique de Src pourrait augmenter l’activité catalytique de la 

CK-II et induire la phosphorylation de la queue cytoplasmique de la furine et du fait même,
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prolonger son accumulation à la surface cellulaire. Des expériences supplémentaires 

devront être effectuées afin de vérifier le rôle de Src dans les mécanismes potentiels 

régulant le routage intracellulaire de la furine en condition hypoxique. Dans notre 

laboratoire, nous avons déjà à notre disposition les outils nécessaires afin de valider ces 

hypothèses. Nous pourrions utiliser des dominants négatifs de Src, et vérifier par 

immunoprécipitation l’importance de la kinase dans l’association de la filamine-A avec la 

cavéoline-1. Par immunofluorescence, nous pourrions également étudier la nécessité de 

l’activité de Src dans la délocalisation de la furine et déterminer si l’activité de la CK-II en 

condition hypoxique est dépendante de la phosphorylation par Src par des essais kinase.

L’ensemble de nos travaux présentés au chapitre 1 démontre que le 

microenvironnement hypoxique influence la localisation intracellulaire de la furine et ce 

indépendamment de sa régulation transcriptonnelle par le facteur de transcription HIF-1. La 

relocalisation stratégique de la furine influence fortement la capacité des cellules 

cancéreuses à dégrader et à migrer dans la matrice extracellulaire démontrant pour la 

première fois que l’activité membranaire de la furine est un mécanisme par lequel l ’enzyme 

assure ses fonctions tumorigéniques.
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Schéma 3: Récapitulation du chapitre 1

Au chapitre 1, nous avons étudié l’influence de l’hypoxie sur la localisation intracellulaire 
de la furine. En condition normoxique, la furine est localisée principalement au TGN. Tel 
qu’indiqué par les flèches bleues, la furine recycle dans 2  boucles de recyclage; une entre le 
TGN et les endosomes, et la seconde entre la membrane plasmique et les endosomes de 
recyclage. Dans notre étude, nous avons démontré qu’en condition hypoxique, la furine 
était relocalisée principalement dans la boucle de recyclage entre la membrane plasmique et 
les endosomes de recyclage. La liaison à la filamine-A était essentielle pour la 
relocalisation à la membrane plasmique. De plus, en hypoxie, la furine était internalisée par 
2  voies d’endocytose : la voie traditionnelle dépendante de la clathrine, et une voie induite 
en hypoxie, la voie des cavéoles. Suite à son internalisation, la furine était recyclée dans des 
vésicules EEA1+, Rab4/5+ et Tfn+ afin d ’être retournée à la membrane plasmique. Nos 
résultats démontrent que la relocalisation de la furine en périphérie cellulaire était 
importante pour l’induction de l’invasion cellulaire en condition hypoxique et que 
l’interférence dans la redistribution de la furine inhibait l’invasion des cellules cancéreuses.
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Ainsi, plusieurs évidences suggèrent une implication importante de la furine 

membranaire dans la formation des invadopodes induite en hypoxie. Des résultats présentés 

au chapitre 3 démontrent que l’inhibition de l’activité de la furine avec l’a l-P D X  diminue 

significativement la formation des invadopodes en condition hypoxique, démontrant son 

rôle essentiel dans la biogenèse de ces structures. Ainsi, au chapitre 2, nous nous sommes 

intéressés aux fonctions de la furine en périphérie cellulaire dans la maturation de substrats 

tumorigéniques et au rôle potentiel de celle-ci dans la formation des invadopodes.

Rôle de la délocalisation de la furine en hypoxie dans la maturation de 

substrats tumorigéniques.

Plusieurs facteurs de croissance peuvent induire la formation d’invadopodes suite à 

leur liaison avec leurs récepteurs membranaires. L ’un de ces facteurs de croissance est le 

TGFp. En plus d ’être un substrat de la furine ayant une implication directe dans la 

tumorigenèse, différentes études ont démontré son rôle dans la biogenèse des invadopodes 

et l’invasion des cellules cancéreuses (Mandai et al., 2008; Oxmann et al., 2008; Pignatelli 

et al., 2012). Le TGFP est synthétisé sous la forme d'une protéine précurseure, le pro- 

TGFp, qui doit être clivé par une protéase de type furine avant de devenir biologiquement 

actif. Jusqu’à ce jour, aucune étude n’a démontré de façon directe les compartiments 

intracellulaires impliqués dans bioactivation du pro-TGFp. Étant donné la prédominance de 

la furine au TGN, on a supposé que la maturation du pro-TGFp a lieu dans ce 

compartiment ou dans la voie de sécrétion constitutive (Dubois et al., 2001; Takahashi et 

al., 1994). Or, une étude du groupe du Dr Cantin, de l’Université de Sherbrooke, laisse 

supposer que la maturation du TGFP n’est pas restreinte au TGN (Basque et al., 2008). 

L’étude a démontré que l’utilisation d ’agents lysosomotropiques tels que la chloroquine ou 

le NH4CI diminue significativement la production de TGFP bioactif. Ces agents 

neutralisants pénètrent les compartiments acides de la cellule sous forme protonée, ce qui 

résulte en une augmentation du pH intravésiculaire (de Duve et al., 1974; Oda and Ikehara, 

1985; Oda et al., 1986). Ces résultats laisse supposer que le pH intracellulaire est important 

autant pour la maturation du TGFP que pour la sécrétion de sa forme bioactivable.

Le pH des différents compartiments intracellulaires de la cellule est hautement 

régulé. Le pH des vésicules de sécrétion et celles de recyclage est plus acide que le pH celui
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du TGN. Étant donné que la furine est relocalisée dans des vésicules en périphérie 

cellulaire, caractérisées par un pH luminal plus acide, et que le pH influence la maturation 

du TGFJ3, la relocalisation de la furine dans les vésicules acides pourrait favoriser la 

maturation du TGFp en conditions hypoxiques.

Maturation dépendante du pH du TGFP

Tel que démontré dans l’étude du Dr Cantin, nos résultats indiquent que la 

basification du pH intracellulaire avec des agents neutralisants inhibe significativement la 

maturation du TGFP (Figure 1, (chapitre 2)). Différentes hypothèses peuvent expliquer ce 

résultat. Premièrement, la neutralisation du pH peut influencer directement l’activité 

enzymatique de la furine. De ce fait, différentes études ont démontré que la basification du 

pH endosomal inhibe l’activité enzymatique de la furine. Par exemple, l ’utilisation de 

NH4CI et de chloroquine inhibe la conversion protéolytique de la pro-albumine, un substrat 

de la furine (Arbogast et al., 1976; Oda and Ikehara, 1985). L’augmentation du pH des 

vacuoles inhibe également le clivage protéolytique de l’exotoxine A, une toxine bactérienne 

clivée et activée par la furine (Corboy and Draper, 1997). Une autre étude indique que la 

capacité de la furine à cliver l’enzyme de conversion de l’urotensine-II était inhibée à pH 

5.0 (Russell et al., 2004). De plus, des travaux utilisant un substrat synthétique de la furine 

(boc-RVRR-MAC) ont démontré que le pH influençait la capacité de la furine à cliver ce 

substrat. L ’augmentation du pH (pH > 8.0) ainsi que l’acidification (pH < 6.5) diminue 

l’activité enzymatique de la furine (Dufour et al., 2005) qui est optimale à pH neutre. Ainsi, 

les variations de pH intracellulaire influencent directement l’activité endoprotéolytique de 

la furine pour certains de ses substrats. Il est donc possible que la basification du pH 

intracellulaire suite au traitement avec les agents neutralisants influence la capacité de la 

furine à cliver le pro-TGFP et explique la baisse de sa maturation observée dans nos 

expériences.

Il est bien établi que l’acidification luminale de la voie endocytique, incluant les 

endosomes et les lysosomes, est requise pour leurs fonctions (Mellman, 1992; Mellman et 

al., 1986). Des expériences pionnières par le groupe de Heuser ont clairement démontré que 

des changements dans le pH intracellulaire altèrent sévèrement la morphologie des 

organites et leur mouvement (Heuser, 1989). De ce fait, des variations dans le pH luminal
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des organites peuvent influencer le routage de ces compartiments. Ainsi, une augmentation 

du pH intra-endosomal promeut le mouvement des endosomes vers le Golgi (Nieland et al., 

2004; van Weert et al., 1995; van Weert et al., 1997). D 'autres études ont démontré que 

l’augmentation locale du pH affectait la formation des vésicules et la machinerie de routage 

intracellulaire permettant aux vésicules de retourner à la membrane plasmique (Aniento et 

al., 1996; Maranda et al., 2001; Zeuzem et al., 1992). Ainsi, la hausse du pH intracellulaire 

et des compartiments intracellulaires pourrait empêcher le routage des vésicules vers la 

membrane plasmique et les confiner à proximité du TGN. Il est donc possible de penser 

que le traitement avec des agents neutralisants interfère avec le routage vésiculaire, causant 

ainsi des altérations dans la voie de sécrétion qui pourrait influencer la maturation du 

TGFp. La basification des vésicules, qui promeut le transport rétrograde des compartiments 

pourrait restreindre la furine dans la boucle de recyclage entre les endosomes et le TGN et 

empêcher son interaction avec le pro-TGFP en périphérie cellulaire. De ce fait, dans notre 

laboratoire, des essais préliminaires démontrent que le pH acide affecte la localisation 

intracellulaire de la furine. Suite à l ’incubation des cellules dans un milieu conditionné 

acide, la furine se localise de façon prédominante dans des vésicules cytoplasmiques 

(résultats non-présentés). Des altérations dans la voie de sécrétion pourraient également 

affecter la sécrétion du TGFp. Par contre, nos résultats démontrent que malgré l ’utilisation 

d ’agents neutralisants, la quantité de TGFp sécrété n ’est pas significativement affectée dans 

les temps étudiés. Ainsi, les effets secondaires de l’utilisation de ses agents sur le routage 

vésiculaire semblent être négligeables.

L’hypothèse la plus probante concernant l’action des drogues lysosomotropiques 

sur la maturation du TGFP est une influence directe de la basification des vésicules 

intracellulaires. Des résultats non-présentés dans cette thèse démontrent clairement que 

l’incubation des cellules avec le NH4C1 et la chloroquine résulte en une basification des 

endosomes. De plus, l’utilisation du tamoxifène renforce l ’hypothèse que le pH endosomal 

est important pour la maturation du TGFp. Le tamoxifène a tout d’abord été décrit comme 

un antagoniste du récepteur de l’estrogène dans les tissus de sein. Il affecte plusieurs 

aspects de la physiologie cellulaire, incluant l’activité de protéases sécrétées, l’adhésion à la 

matrice extracellulaire, la sécrétion de facteurs de croissance et l’activité de nombreux 

transporteurs membranaires (Williams et al., 1997). Il est d ’ailleurs utilisé en clinique dans
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le traitement contre les tumeurs du seins métastatiques (Jordan, 1995). Lors de son 

administration chez le patient, le tamoxifène atteint la concentration de 30|iM  dans les 

tissus (Dragan et al., 1996). Par contre, une étude a démontré qu’à des concentrations de 

0.5 à 10pM, le tamoxifène pouvait avoir des effets directs sur l’acidification des organites 

cellulaires de part son métabolite actif, l’hydroxytamoxifène, ce qui permettait la 

basification de ces organites (Altan et al., 1999). Dans nos essais, nous avons utilisé des 

concentrations de 5 et 10 pM, concentrations auxquelles le pH vésiculaire est affecté. Nos 

résultats démontrent clairement que la basification des vésicules avec le tamoxifène inhibe 

la maturation du TGFp, malgré une légère baisse dans les niveaux de sécrétions de TGFP 

qui peuvent être expliqué par les effets secondaires du tamoxifène. Collectivement, ces 

résultats démontrent que l’acidité des compartiments intracellulaires affecte la maturation 

du TGFP par la furine.

Mécanismes moléculaires régulant la maturation du TGFp dépendante du pH

La présence d ’une histidine conservée au site de clivage du pro-TGFP par la furine 

nous suggérait l’importance de cet acide aminé dans la maturation du facteur de croissance. 

Les histidines sont des acides aminés senseurs de pH et leur protonation en milieu acide 

peut induire des changements conformationnels dans la structure tertiaire des protéines. À 

ce jour, seulement deux études ont démontré l’importance des histidines dans le clivage 

protéolytique de substrats de la furine. Par exemple, la chaine a  de l’intégrine oc4 et la pro- 

BMP4, contiennent des histidines en positions P6  qui influent la capacité de la furine à 

cliver les pro-protéines. Ces études suggèrent que la maturation de ces substrats a lieu dans 

des compartiments acides (Bergeron et al., 2003; Degnin et al., 2004). Nos résultats de 

mutagenèse dirigée vont en ce sens et démontrent clairement que l’histidine en position P3 

est également importante dans la maturation de la pro-protéine du TGFp. La mutation de 

l’histidine par une arginine favorise la maturation du TGFP et la mutation par une alanine 

diminue la maturation du TGFP (Figure 3, (chapitre 2)). Malgré que la mutation de 

l’histidine en arginine ou en alanine mime un état protoné ou déprotoné, il est possible que 

les mutations induisent un changement conformationnel du pro-TGFP qui serait 

indépendant de la protonation et du pH vésiculaire. Ainsi, il serait important d ’effectuer des 

expériences in vitro afin de vérifier si le pFI acide de vésicules intracellulaires induit la
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protonation de F histidine 276 et vérifier l ’impact de cette protonation sur la capacité de la 

furine à cliver le pro-TGFp. Néanmoins, différentes hypothèses peuvent expliquer 

l’augmentation de la maturation du TGFP suite à la possible protonation de l’histidine. 

L ’une des plus probable est un changement conformationnel induit par la protonation des 

histidines. Différentes évidences de la littérature supportent cette hypothèse. Par exemple, 

des histidines conservées dans le domaine « epidermal growth factor-like » de la stabiline- 2  

modulent la reconnaissance dépendante du pH avec la phosphotidylsérine dans les cellules 

apoptotiques (Kim et al., 2010). L’étude a démontré que la liaison de la phosphotidylsérine 

à la stabiline-2 est augmentée à pH acide et qu’une histidine conservée à proximité du site 

de liaison était critique pour l’interaction des deux protéines. Les auteurs ont proposé que la 

protonation de l’histidine entrainait un changement conformationnel qui augmentait 

l’affinité de la liaison à faible pH. Une étude récente a également démontré que l’auto- 

activation de la furine était dépendante de la présence d ’histidines dans son pro-domaine 

(Dillon et al., 2012). Des études précédentes avaient identifié l’histidine 69 du pro-peptide 

de la furine en tant que senseur de pH. Il a été démontré que la protonation de cette 

histidine régule l’activation de la furine au TGN dans des conditions de pH d ’environ 6.5 

(Feliciangeli et al., 2006). Cette étude a également démontré que la sensibilité au pH était 

dépendante du nombre de résidus histidines présent dans le pro-domaine de la furine. De 

plus, des expériences de dynamique moléculaire et de spectroscopie démontrent que la 

protonation des histidines induit le dépliement du pro-peptide afin d ’augmenter l’auto- 

protéolyse (Dillon et al., 2012). Ainsi, on peut postuler qu’une protonation de l’histidine 

276 pourrait induire un changement conformationnel du pro-TGFP résultant en un 

dépliement de la structure tertiaire de la pro-protéine. Ceci pourrait augmenter 

l ’accessibilité du site de clivage protéolytique du TGFP par la furine. Des analyses plus 

approfondies de spectroscopie moléculaire devront être effectuées afin de vérifier si le pH 

acide des vésicules induit la protonation de l ’histidine 276. Nous pourrions utiliser des 

milieux dont le pH est pré-défini afin d ’étudier la protonation de l’histidine in vitro. Nous 

pourrions également étudier le rôle de l’histidine à l’aide d ’essais d’immunoprécipitation, 

soit avec des milieux conditionnés à différents pH ou à l’aide de nos mutants du 

TGFp. Les essais d ’immunoprécipitation _ '.J . 1 ‘ 7 I C ; ' ent de vérifier

l’importance de la protonation dans la liaison du TGFP par la furine et de vérifier si
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l’affinité entre les deux protéines est influencée par le pH. Notre étude s'est concentrée sur 

l’histidine en P3 (His 276) du site de clivage et a démonté un rôle primordial de cet acide 

aminé dans le clivage dépendant du pH du TGFp. Par contre, nous n’excluons pas la 

possibilité que la présence d ’autres histidines conservées influence la charge globale du 

TGFP et altère la conformation de la protéine (Figure 2, (chapitre 2)).

Les compartiments de maturation du TGFp.

Nos observations indiquent que le pH acide favorise le clivage protéolytique du 

TGFP et ce, probablement suite à la protonation de l’histidine 276. La V-ATPase est un 

régulateur important de l’homéostasie du pH luminal des vésicules et elle est exprimée chez 

tous les eucaryotes (Forgac, 2007; Kane, 2006). Sa fonction centrale est de transloquer des 

protons du cytoplasme à la lumière des organites. Outre ses fonctions de régulation du pH 

intracellulaire, des évidences récentes suggèrent que la V-ATPase module également le 

routage des vésicules intracellulaires. De ce fait, une étude récente a démontré que la V- 

ATPase interagit avec Arf6  et ARNO, de façon dépendante du pH et que l’interférence 

dans l’interaction de ce complexe inhibe l’endocytose (Hurtado-Lorenzo et al., 2006). 

Ainsi, des altérations dans l’activité de la V-ATPase pourrait influencer non seulement le 

pH intravésiculaire mais également le routage intracellulaire des vésicules. Nos données 

démontrent clairement que l’inhibition de la V-ATPase avec la bafilomycine A l inhibe de 

façon significative la maturation du TGFp (figure 4, (chapitre 2)). Nous savons que la 

bafilomycine A l se lie au complexe V0 de la V-ATPase et inhibe ainsi la translocation de 

protons du cytoplasme vers la lumière des organites (Crider et al., 1994; Drose and 

Altendorf, 1997; Hanada et al., 1990; Mattsson and Keeling, 1996; Zhang et al., 1994). 

Etant donné que le complexe Arf6 /ARNO interagit avec la sous-unité C et l’isoforme a2 de 

la V-ATPase respectivement (Hurtado-Lorenzo et al., 2006), l’utilisation de la 

bafilomycine A l influence la capacité de translocation de protons de la V-ATPase et non 

son implication dans le routage membranaire des vésicules. Ainsi, les résultats que nous 

avons observés sont probablement en relation directe avec la basification du pH luminal des 

vésicules régulé par la V-ATPase.

Les variations de pH intravésiculaire avec les inhibiteurs pharmacologiques de la V- 

ATPase ainsi que les différents agents neutralisants pourraient avoir une influence sur la
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capacité de la furine à cliver le pro-TGFP et ce, indépendemment de la protonation possible 

de l’histidine 276 en milieu acide. Effectivement, les variations de pH influent sur le 

routage intracellulaire des différents compartiments et pourrait moduler la localisation 

intracellulaire de la furine et influencer le clivage protéolytique de pro-TGFp par la furine. 

Il serait également envisageable que le milieu acide induise la protonation d ’autres 

protéines impliquées dans le routage intracellulaire et affecte les fonctions de ces protéines 

et ainsi pertube le routage vésiculaire. De plus, il serait important de vérifier si les 

conditions acides affectent directement l ’état de protonation de la furine, ce qui pourrait 

moduler directement son activité enzymatique. Des expériences supplémentaires devront 

être effectuées afin de vérifier ces différentes hypothèses.

Nos résultats nous permettent de conclure que la maturation du TGFP a lieu dans 

des compartiments cellulaires où le pH est acide. À ce jour, aucune étude n ’a identifié le 

compartiment de la maturation du TGFp. Malgré le fait que nous utilisions un système de 

surexpression du TGFP, il nous a été impossible de détecter le TGFP par 

immunofluorescence. Par contre, nous n ’avons pas tenté d ’étiquetter le TGFp. La présence 

d ’une étiquette pourrait interférer dans la dimérisation du TGFP ainsi qu’à sa liaison au 

récepteur. Nous avons donc utilisé une stratégie alternative afin d ’identifier les vésicules de 

maturation. Tel que décrit dans l’introduction, les NHEs intracellulaires sont localisés de 

façon spécifique dans des compartiments cellulaires. Le NHE6 est localisé aux endosomes 

de recyclage, le NHE7 au TGN et le NHE9 aux endosomes tardifs. La surexpression de ces 

échangeurs induit la basification de leurs compartiments respectifs, nous permettant ainsi 

d ’étudier l’effet de la basification du pH luminal des compartiments sur la maturation du 

TGFp (Nakamura et al., 2005). Nos résultats démontrent clairement que la surexpression de 

NHE6 diminue la maturation du TGFp identifiant par le fait même les endosomes de 

recyclage comme étant les vésicules principales où la maturation de la pro-protéine a lieu 

(Figure 4, (chapitre 2)). Nos résultats indiquent également que la surexpression de NHE6 

résulte en une basification des endosomes, tel que décrit dans la littérature (Xinhan et al.,

2011). Une étude récente suggère que la surexpression de NHE6 influence non seulement la 

régulation du pH des endosomes de recyclage mais également l’endocytose dépendante de 

la clathrine (Xinhan et al., 2011). Les auteurs ont observé que l ’expression à la baisse de 

NHE6 diminuait l’endocytose de la transferrine via la régulation du pH. Il est donc possible
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que la surexpression de NHE6 puisse influencer également l’internalisation et le recyclage 

d ’autres protéines, telles que la furine, et ainsi influencer la maturation du TGF{3. Afin de 

tester cette hypothèse, nous avons utilisé le mutant TGF(3-P3R qui est insensible aux 

variations de pH. Nos résultats démontrent clairement que malgré la basification des 

endosomes induite par la surexpression de NHE6, la maturation du TGFP-P3R n’est pas 

affectée. Ceci suggère que la basification des vésicules induite par la surexpression de 

NHE6 est le mécanisme principal qui influence la maturation du TGFp . De plus, nos 

résultats d ’immunofluorescence démontrent également que la surexpression de NHE6 

n ’influence pas sa localisation cellulaire. La colocalisation du NHE6 avec des marqueurs 

des endosomes de recyclage EEA1 et Rab4 suggère que les effets observés suite à la 

surexpression de NHE6 sont dus spécifiquement à la basification de ces compartiments 

cellulaires. Il aurait été également intéressant d ’utiliser des ARN interférents spécifiques à 

NHE6 afin de valider nos observations. L’expression à la baisse de NHE6 résulterait en une 

acidification des endosomes de recyclages et nous devrions observer par le fait même une 

augmentation de la maturation du TGFp. Ces expériences devront être réalisées 

ultérieurement.

Rôle de la relocalisation de la furine en hypoxie dans la maturation du TGFp.

Nos expériences indiquent que le clivage protéolytique du pro-TGFp a lieu dans les 

endosomes de recyclage de la périphérie cellulaire, des compartiments caractérisés par un 

pH luminal acide. Ainsi, la redistribution de la furine dans une boucle de recyclage entre la 

membrane plasmique et les endosomes de recyclage observée en condition hypoxique 

(chapitre 1) favoriserait l’interaction et la maturation du TGFP par la furine. De ce fait, 

l’interférence dans la redistribution de la furine dans cette boucle de recyclage via le mutant 

furine-filamine-A (eFGP-fur-VA750) et le dominant négatif Rab4Q67L, diminue de façon 

significative, mais pas totalement, la maturation du TGFp (Figure 5, (chapitre 2)). Malgré 

que cette expérience a été réalisée en condition normoxique, elle démontre l’importance de 

la localisation de la furine en périphérie cellulaire. Il est connu qu’environ 5% de la totalité 

de la furine se retrouve à la membrane plasmique en condition physiologique normale et 

recycle de manière dynamique dans les endosomes (Mallet and Maxfield, 1999). Ainsi, 

malgré une faible concentration de la protéase en périphérie cellulaire, la nécessité de la
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furine à se localiser dans les vésicules de recyclage est d ’une importance capitale pour la 

maturation adéquate du TGF(î. Des expériences supplémentaires en condition hypoxique 

devront être effectuées afin de démontrer l ’importance de la boucle de recyclage de la 

furine en périphérie cellulaire dans la maturation du TGFp.

Nos résultats suggèrent également que la maturation du TGFP a lieu partiellement 

au TGN. La surexpression de NHE7, localisé au TGN, diminue faiblement le clivage 

protéolytique du TGFp. Il est connu qu’en condition normoxique, la furine est localisée de 

façon principale au TGN et recycle entre les endosomes et le TGN (Schafer et al., 1995; 

Takahashi et al., 1995). Étant donné que le pH du TGN est légèrement acide, mais moindre 

que celui des vésicules de recyclage, la protonation de l’histidine 276 pourrait avoir 

également lieu dans ce compartiment. Par contre, comme nous l’avons observé, la 

surexpression de NHE6 régule de façon beaucoup plus importante la maturation du TGFp. 

Cette observation renforce l’hypothèse que l’environnement acide des endosomes induit de 

façon plus importante la protonation de l’histidine 276, ce qui favorise l’interaction de la 

furine avec le pro-TGFp. Ainsi, la délocalisation de la furine dans les compartiments acides 

en périphérie cellulaire favoriserait le clivage protéolytique du pro-TGFP par la furine 

malgré qu’une certaine quantité de TGFP pourrait être clivée au niveau du TGN.

De plus, il serait envisageable de proposer que la boucle de recyclage en périphérie 

cellulaire empruntée par la furine et induite en condition hypoxique permettrait la formation 

d ’un compartiment de maturation, caractérisé par un pH luminal acide, qui favoriserait le 

clivage protéolytique du TGFp. Effectivement, nos données confirment qu’une stimulation 

hypoxique augmente la maturation du TGFP (Figure 8, (chapitre 2)).

Maturation protéolytique potentielle du TGFP à la membrane plasmique en condition 

hypoxique

Le microenvironnement hypoxique a une influence directe sur l’homéostasie du pH 

intracellulaire et extracellulaire. Il est connu que l ’hypoxie induit le cycle de la glycolyse 

principalement par la régulation transcriptionnelle dépendante de HIF-1 des transporteurs 

de glucose GLUT1 et GLUT4 ainsi que de certains enzymes glycolytiques (Marin- 

Hernandez et al., 2009). La génération de lactate durant la glycolyse anaérobique génère un 

excès de protons qui sont transloqués dans le milieu extracellulaire par des transporteurs
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ioniques résultant en une acidification du microenvironnement tumoral (McCarty and 

Whitaker, 2010). De ce fait, le pH extracellulaire du microenvironnement des tumeurs 

malignes oscille entre 6.2 et 6.9 alors que le pH des tissus sains se situe entre 7.2 et 7.5 

(Gillies et al., 2002; Kallinowski et al., 1989; Wike-Hooley et al., 1984). À l’opposé, le pH 

intracellulaire des cellules cancéreuses est plus alcalin que celui des cellules normales. L ’un 

des mécanismes responsables de l’altération du pH intracellulaire et extracellulaire est la 

présence de NHE1 à la membrane plasmique. Le NHE1 est considéré comme le régulateur 

principal du pH intracellulaire des cellules cancéreuses (Reshkin et al., 2000). Dans notre 

laboratoire, nous avons démontré que l’hypoxie induit l’activité de NHE-1 de façon HIF-1 - 

indépendante via l’activation de la kinase p90 ribosomal S6 (p90 RSK) (Lucien et al., 

2011). Ainsi, le pH intracellulaire se basifie et le mileu extracellulaire s ’acidifie.

Précédemment, nous avons discuté que l ’un des mécanismes potentiels de la 

relocalisation de la furine à la membrane plasmique serait via la formation d ’un complexe 

membranaire avec la protéine Cripto-1. L’étude de Constam et al. (Blanchet et al., 2008) a 

identifié les résidus 215-226 du pro-peptide Nodal comme étant la région d ’interaction avec 

Cripto. Ces résidus sont hautement conservés entre les différents membres de la super

famille du TGFfi. Malgré que les résidus L216 et S223 de la protéine Nodal, des résidus 

importants dans l’interaction entre Cripto et Nodal, ne se retrouvent pas dans les séquences 

du TGFp humain, l’interaction entre Cripto et le TGFP est quand même probable. De ce 

fait, l’étude a démontré que la délétion du m otif contenant les résidus L216 et S223 n ’était 

pas suffisante afin d’abroger la liaison entre Nodal et Cripto. Il serait donc envisageable de 

suggérer que le complexe Cripto/furine puisse favoriser la liaison du TGFP extracellulaire, 

malgré l’absence de ces résidus, afin de permettre l’interaction de la furine avec le TGFp. 

Sur le même principe que discuté précédemment, l’acidification du milieu extracellulaire 

observée en hypoxie induirait la protonation de l’histidine 276 et la maturation accrue du 

TGFp. Par contre, cette hypothèse implique que le pro-TGFP se retrouve dans le milieu 

extracellulaire. Nos données indiquent clairement qu’une certaine quantité du TGFP qui se 

retrouve dans le milieu extracellulaire n ’est pas clivée par la furine. Malgré le fait que nos 

résultats impliquant l’inhibition de la V-ATPase et la surexpression de NHE6 suggèrent 

que la maturation du TGFP a lieu dans des compartiments intracellulaires, certaines 

évidences suggèrent un rôle pour ces transporteurs à la membrane plasmique. Par exemple,
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la présence de la V-ATPase à la membrane plasmique a été observée dans des lignées 

cellulaires de carcinome du sein (Martinez-Zaguilan et al., 1999). Une autre étude a 

également observé que l’échangeur NHE6 pouvait être localisé à la membrane plasmique 

via son interaction avec RACK1 (discuté plus loin) (Ohgaki et al., 2008). La modulation de 

l’activité membranaire de ces deux protéines pourrait également influencer le pH 

extracellulaire et favoriser ou inhiber la maturation potentielle du TGF(i à la membrane 

plasmique.

Influence de l’hypoxie sur le pH intravésiculaire

La relation entre le pH cytoplasmique et le pH intravésiculaire est très complexe et 

demeure peu connue. L ’homéostasie entre le pH cytoplasmique et intravésiculaire nécessite 

une balance entre l’échange de protons de part et d ’autre de la membrane des vésicules. La 

génération accrue de protons dans le cytoplasme suite à la glycolyse anaérobique pourrait 

avoir une influence sur l’activité de la V-ATPase dans l’acidification des vésicules 

intracellulaires (Forgac, 2007). Une étude a démontré que la sous-unité a2  de la V-ATPase 

est riche en histidine et servirait de senseur de pH afin de moduler son activité 

(Marshansky, 2007). Par contre, le rôle crucial des résidus histidines dans les changements 

conformationnels de la V-ATPase et la régulation du pH endosomal reste encore à être 

défini. Néanmoins, il serait envisageable de penser que l’acidification temporaire du 

cytoplasme agisse en tant qu’inducteur de l’activité de la V-ATPase et permette le transport 

actif des protons afin d’acidifier les vésicules intracellulaires. Par contre, le fait que 

l’activation de NHE1 en hypoxie résulte en une basification du cytoplasme (Lucien et al., 

2011), il se pourrait également que l’activité de la V-ATPase soit inhibée. Or, des 

expériences préliminaires dans notre laboratoire (résultats non-présentés) démontrent que 

l ’inhibition de NHE1 avec l’EIPA, un inhibiteur pharmacologique de NHE1, n ’influence 

pas le pH des endosomes. Des études plus approfondies sont nécessaires afin de déterminer 

la relation entre les deux échangeurs et leur rôle dans la régulation du pH intravésiculaire 

en condition hypoxique.

Nos résultats démontrent toutefois que la stimulation hypoxique résulte en une 

acidification des vésicules intracellulaires. Un des mécanismes potentiels expliquant cette 

acidification serait via la localisation intracellulaire de l’échangeur NHE6. Tel que
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mentionné précédemment, une étude récente a démontré que la queue cytoplasmique de 

NHE6 interagit directement avec RACK1, une protéine d ’échafaudage localisée au 

cytoplasme (Ohgaki et al., 2008). Les auteurs ont démontré que la liaison de NHE6 avec 

RACK1 permet de relocaliser NHE6 à la membrane plasmique résultant en une 

acidification des vésicules intracellulaires. Inversement, l’interférence dans l’interaction des 

deux protéines résulte en une basification des vésicules intracellulaires. De façon 

intéressante, RACK1 a récemment été relié à la croissance des tumeurs et son expression 

est augmentée dans le cancer du sein, du colon, des poumons et les mélanomes (Al-Reefy 

and Mokbel, 2010; Al-Reefy et al., 2010; Egidy et al., 2008; Nagashio et al., 2010; Saito et 

al., 2002). Au fait, l’expression de RACK1 est un prédicteur de l’issue clinique des patients 

atteints de cancer (Cao et al., 2010). Malgré qu’aucune relation directe n ’a été démontrée 

entre l’hypoxie et l’expression ou l’activité de RACK1, certaines évidences suggèrent que 

l’hypoxie pourrait réguler son activité. Une étude a démontré que RACK1 interagit avec 

l’IGFR chez les fibroblastes et les cellules MCF-7 ce qui permet de moduler l’activité du 

récepteur (Griffiths, 2001). De ce fait, FIGFR est surexprimé dans plusieurs cancers tels 

que le cancer du sein, du poumon et de la prostate. RACK1 est même considéré comme une 

cible thérapeutique du cancer du sein (Catterall et al., 2003; Oh et al., 2002; Zhang et al., 

2007a). Une étude récente a démontré que suite à l ’activation de l’IGFR par l’insuline chez 

les adipocytes, NHE6 transloque avec GLUT4 des endosomes à la membrane plasmique 

des adipocytes (Prior et al., 2011). Étant donné que l’hypoxie est bien connue pour induire 

l ’activité de l’IGFR chez les cellules cancéreuses (Eliasz et al., 2010; Kim et al., 2012), il 

serait envisageable de penser que l’hypoxie puisse permettre le recrutement du complexe 

NHE6/RACK1/IGFR à la membrane plasmique afin d ’assurer la signalisation du récepteur. 

Ainsi, NHE6 relocalisé à la membrane plasmique ne se retrouve plus au niveau des 

endosomes, ce qui en résulte en l’acidification des ces compartiments. De plus, RACK1 a 

été démontré comme étant un substrat de Src (Chang et al., 2002), une kinase dont l’activité 

est induite en hypoxie (Zeng et al., 2010). Il serait donc envisageable de penser que la 

stimulation de Src en hypoxie puisse induire la phosphorylation de RACK1 lui permettant 

par la suite d ’interagir avec NHE6 et de relocaliser l’échangeur à la membrane plasmique. 

La délocalisation de NHE6 hors des endosomes limiterait l ’extrusion de protons hors des 

vésicules et aurait pour conséquence l’acidification du compartiment ce qui favoriserait la
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maturation du TGFfL Des expériences préliminaires dans le laboratoire (résultats non- 

présentés) vont dans ce sens. Nous observons par immunofluorescence que l’hypoxie induit 

la relocalisation à la membrane plasmique de NHE6. Par contre les mécanismes 

moléculaires qui régulent le routage de NHE6 et l’implication potentielle de RACK1 en 

hypoxie sont indéterminés et font l’objet de travaux au laboratoire.

L’ensemble des travaux présentés au chapitre 2 met en lumière la relation entre la 

délocalisation de la convertase de pro-protéines furine et la maturation de substrats 

tumorigéniques tels que le TGF(3. Nos résultats démontrent de façon évidente que la 

maturation du TGF[3 est favorisée par le microenvironnement acide possiblement via la 

protonation d ’une histidine, un acide aminé senseur de pH situé au site de clivage 

protéolytique par la furine. L’augmentation de la maturation du TGF|3 résulte en une 

augmentation de TGFp bioactivable sécrété, et influence directement la formation des 

invadopodes et l'invasion de cellules cancéreuses dans le microenvironnement hypoxique 

(Figure 8, (chapitre 2)).
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Schéma 4: Récapitulation du chapitre 2

Au chapitre 2, nous avons étudié l’impact de la relocalisation de la furine sur la maturation 
de substrats tumorigéniques, tel que le TGFp. Nos résultats démontrent que le pH acide des 
compartiments intracellulaires favorise la maturation de la pro-protéine. Nos données 
suggèrent que le microenvironnement acide induit la protonation de l’histidine 276 située 
au site de clivage du TGFP par la furine, ce qui pourrait augmenter l ’affinité de l ’enzyme 
pour son substrat, le TGFp. Ainsi, la localisation de la furine en périphérie cellulaire 
favoriserait le clivage protéolytique du pro-TGFp dans les vésicules de recyclage 
EEA1+/Rab4+ et NHE6+. De plus, en condition hypoxique, l’acidification des vésicules 
intracellulaires en concordance avec la relocalisation de la furine en périphérie 
augmenterait la maturation du pro-TGFp. L’augmentation de TGFP bioactivable en 
condition hypoxique est importante pour l’augmentation de la formation des invadopodes et 
l’invasion cellulaire observée dans cette condition. La basification des vésicules 
intracellulaires ou l’interférence avec la relocalisation de la furine en hypoxie diminue de 
façon significative la maturation du TGFP et influence fortement la capacité des cellules 
cancéreuses à former des invadopodes.

Ainsi, la maturation et l’activation du TGFp en hypoxie sont des 

mécanismes primordiaux impliqués dans l’induction de la formation des invadopodes.
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Malgré le fait que nos travaux se sont concentrés sur la maturation du TGFp dépendante du 

pH, il est possible que la maturation d ’autres substrats tumorigéniques soit favorisée par le 

pH acide. Plusieurs substrats de la furine contiennent des histidines au site de clivage 

protéolytique, tels que des intégrines et des métalloprotéases de la matrice. Le rôle défini de 

ces protéines dans l’invasion des cellules cancéreuses suggère que le mécanisme décrit dans 

ce chapitre peut s’appliquer à différents précurseurs protéiques tumorigéniques. Au chapitre 

3, nous nous sommes intéressés aux mécanismes hypoxiques qui régulent la signalisation 

du TGFp dans l’invasion des cellules cancéreuses.

Dépendance de la signalisation Smad3 du TGFP dans l’induction hypoxique des 

invadopodes

La liaison du TGFP à son récepteur mène à l’activation de différentes voies de 

signalisation, soit la voie canonique dépendante des Smads, et la voie non-canonique 

directement reliée à l’activité kinase du récepteur. Malgré le fait que la voie non-canonique 

ait été directement associée à la formation de l ’invadopode via la signalisation de la 

phosphatidylinositide-3-kinase et de la kinase Src (Rowe and W eiss, 2008), la voie 

canonique du TGFP est également connue pour jouer un rôle clé dans l’invasion des 

cellules cancéreuses (Akhurst and Derynck, 2001; Massague, 2008). Effectivement, nos 

résultats indiquent que Smad3, mais non Smad2, est phosphorylé et transloque au noyau 

suite à une courte incubation (3-6h) en condition hypoxique. Nos données démontrent 

clairement que l’activation de Smad3 est un mécanisme clé par lequel l ’hypoxie induit la 

formation des invadopodes puisque l’interférence dans l’activation de Smad3 via 

l’inhibition sélective de la phosphorylation/signalisation avec l’inhibiteur pharmacologique 

SIS3 inhibe complètement leur induction hypoxique de la formation des invadopodes 

(Figure 3, (chapitre 3)). Par ailleurs, ces résultats semblent en conflit avec les résultats 

d ’autres groupes de chercheurs. Effectivement, deux études récentes et indépendantes ont 

révélé que l’hypoxie induit la déphosphorylation de Smad3. Le groupe de Baggerly et al. 

(Levin et al., 2012) a utilisé des puces protéiques à phase inverse afin de déterminer le 

patron de phosphorylation de 121 protéines dans 6 lignées d ’adénocarcinomes incubées en 

condition hypoxique. Parmi les protéines observées, les niveaux de Smad3 phosphorylé 

(ser423) étaient significativement diminués suite à la stimulation hypoxique. L ’autre étude
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a démontré que l’hypoxie induisait spécifiquement la déphosphorylation de Smad3 par la 

phosphatase PP2A (Heikkinen et al., 2010). Les auteurs ont démontré une association 

directe entre la PP2A et Smad3 et ont observé une diminution de l’accumulation nucléaire 

de Smad3 induite par le TGFP en condition hypoxique. La concordance entre les deux 

études est la durée d’exposition des cellules au microenvironnement hypoxique. 

Effectivement, dans ces deux études, la déphosphorylation de Smad3 a été observée lors 

d ’une incubation des cellules pour des temps de 16h et 24h. Or, nos résultats indiquent 

qu’une stimulation de 6h est optimale pour induire la translocation de Smad3. Il est 

possible que dans notre système une période d’incubation plus soutenue en hypoxie aurait 

induit une déphosphorylation de Smad3 dépendante de la PP2A. Une telle situation pourrait 

jouer un rôle de mécanisme de rétroaction afin de réguler l’intensité de la réponse Smad3 

lors d ’une stimulation à long terme. Des expériences supplémentaires devront être réalisées 

afin de vérifier cette hypothèse. Des périodes prolongées d ’exposition en hypoxie devront 

être effectuées afin de vérifier si Smad3 est déphosphorylé.

Plusieurs évidences indiquent que Smad2 et Smad3 jouent des rôles distincts dans la 

signalisation du TGFP et ce, selon le type cellulaire (Brown et al., 2007) De façon 

intéressante, la signalisation dépendante de Smad3 est associée à l’EMT (Roberts et al., 

2006), une transformation associé à l ’invasion et à la formation des invadopodes (Eckert et 

al., 2011). À l’opposé, la signalisation dépendante de Smad2 est requise pour l’inhibition de 

la croissance induite par le TGFp dans plusieurs modèles cellulaires (Ju et al., 2006; 

Stegmuller et al., 2008). À la lumière de nos résultats, l’activation sélective de Smad3 en 

condition hypoxique serait un mécanisme important dans l’acquisitition d ’un phénotype 

invasif.

Rôle de la HDAC6 dans l’induction hypoxique des invadopodes

La HDAC6 était un régulateur clé de la régulation de la signalisation du TGFP 

dépendante de Smad3. En effet, l’induction de l’EMT par le TGFP est dépendante de la 

HDAC6 qui contrôle les niveaux d ’acétylation de la tubuline et permet la libération de 

Smad3 du réseau de tubuline (Shan et al., 2008). Nos résultats vont dans ce sens. 

L’inhibition sélective de l’activité déacétylase de la HDAC6 par le tubacin restreint 

l ’accumulation nucléaire de Smad3 en hypoxie. De plus, l’expression à la baisse de
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HDAC6 par des ARN interférents résulte en l'inhibition complète de la formation des 

invadopodes et de l’invasion cellulaire induite en hypoxie (Figure 4, (chapitre 3)). Malgré 

le fait que la déacétylation de la tubuline par la HDAC6 et l'activation subséquente de 

Smad3 sont des événements importants dans l’induction hypoxique des invadopodes, 

d ’autres mécanismes impliquant la HDAC6 peuvent être impliqués dans l’invasion des 

cellules cancéreuses. En fait, plusieurs études ont démontré que HDAC6 est essentielle à 

l ’activité des invadopodes et est critique pour l’invasion cellulaire (Park et al., 2011; Rey et 

al., 2011). De plus, son expression a été suggérée comme bio-marqueur permettant de 

prédure la formation des métastases intra-hépatiques (Kanno et al., 2012). Certains de ces 

mécanismes impliquent la HDAC6 de part son rôle dans la déacétylation d ’autres substrats 

cytoplasmiques. En effet, une étude a observé que l’inhibition de la HDAC6 induit 

l’hyperacétylation de HSP90a. H SP90a permet la maturation extracellulaire de la MMP2 

qui est impliquée dans l’invasion des cellules cancéreuses. L’hyperacétylation de la 

HSP90a diminue sa capacité de liaison avec le MMP2 ce qui résulte en une baisse de 

maturation de la métalloprotéase de la matrice et une diminution de l ’invasion cellulaire 

(Yang et al., 2008b). Une autre possibilité est via son interaction avec la cortactine, une 

protéine centrale dans la formation des invadopodes. La cortactine permet la formation du 

complexe de nucléation d’actine nécessaire ou bourgeonnement de la membrane plasmique 

et à la formation de l’invadopode. Une étude du groupe de Seto et al. (Zhang et al., 2007b) 

démontre que les deux domaines catalytiques de la HDAC6 sont nécessaires à sa liaison 

sur des régions répétées de la cortactine. L ’interaction entre les deux protéines induit la 

déacétylation de la cortactine, ce qui empêche sa liaison à la F-actine. L’étude démontre 

également que la déacétylation de la cortactine prévient la translocation nucléaire de 

l’enzyme à la périphérie cellulaire. De plus, la phosphorylation de la cortactine par la 

kinase Src, qui initie la cascade de signalisation pour la formation du complexe de 

nucléation d ’actine, requiert l’association de la cortactine à la F-actine (Head et al., 2003). 

Ainsi, nous pouvons émettre l’hypothèse voulant que la cortactine acétylée, qui n ’est pas 

capable de lier efficacement l’actine, ne soit pas phosphorylée, ce qui inhiberait la 

formation de l’invadopode. Des résultats préliminaires par immunofluorescence (résultats 

non-présentés) indiquent que le cortactine colocalise avec la HDAC6 en périphérie 

cellulaire et au site de formation de l’invadopode. Il est donc possible que l’inhibition de la
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HDAC6, qui résulte en un hyperacétylation de la cortactine, empêche sa liaison à l’actine et 

inhibe sa phosphorylation dépendante de Src résultant en l’inhibition de la formation des 

invadopodes et de l’invasion cellulaire. Le rôle de la cortactine ne se limite pas à la 

formation du complexe de nucléation d’actine. Des études ont relié la cortactine au 

transport vésiculaire qui régule la sécrétion de protéases, telles que la MT1-MMP, aux sites 

d ’invadopodes (Clark and Weaver, 2008; Clark et al., 2007). De ce fait, une étude récente 

démontre que l’acétyltransférase ATAT1/MEC-17 et la HDAC6 contrôlent l’acétylation de 

la tubuline et de la cortactine et régulent le routage intracellulaire de la MT1-MMP 

impliquée dans l’invasion des cellules cancéreuses du sein (Castro-Castro et al., 2012). Ces 

différentes observations suggèrent que d ’autres mécanismes complémentaires impliquant 

l ’action de la HDAC6 sont impliqués dans l’induction hypoxique de l’invasion cellulaire.

Induction hypoxique de l’activité de la HDAC6

Les résultats présentés jusqu’ici nous démontrent clairement que la HDAC6 est un 

régulateur central de la signalisation de Smad3 en hypoxie. L ’augmentation de la 

maturation du TGF(3, favorisée par la relocalisation de la furine dans les compartiments 

périphériques acides, résulte en une augmentation de TGFP bioactivable dans le milieu 

extracellulaire et influence directement la formation des invadopodes. Il était donc plausible 

de suggérer que le TGFP peut agir comme activateur de la HDAC6 qui à son tour, régule la 

signalisation de Smad3. Effectivement, dans la littérature, il a été démontré que le TGFP 

induit l’activité de la HDAC6 via l’activation de Smad3 dans des cellules épithéliales de 

poumons (Shan et al., 2008). En ce sens, nos résultats confirment que le TGFp augmente 

l’activité de la HDAC6 chez les cellules HT-1080 (Figure 5, (chapitre 3)). Or, il est peu 

probable que l’activation de la HDAC6 soit une conséquence d ’une modulation du TGFp 

endogène dans notre système. Nos résultats démontrent que l’exposition des cellules en 

condition hypoxique pour une période de 2h est suffisante pour induire l’activité de la 

HDAC6. Précédemment, nous avons observé que la translocation de Smad3 en hypoxie 

était optimale après 6 h (Figure 3, (chapitre 3)). Ainsi, l’activation de la HDAC6 

dépendante de l’activation de Smad3, telle que décrite précédemment, est peu probable, 

comme le démontre l’inhibition du TG FpRl avec le Ly364947 qui n ’influence pas 

l’activité de la HDAC6 en hypoxie (Figure 6, (chapitre 3)).
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Nos résultats indiquent clairement que l’activation hypoxique de la HDAC6 serait 

dépendante de l’EGFR. Une étude récente démontre que l'induction de la voie ERK-MAP 

kinase dépendante de l'EG F induit l’activation de la HDAC6 (Wang et al., 2010). Ainsi, 

nous observons que l'EGFR est phosphorylé après 30 minutes de stimulation hypoxique et 

que l'inhibition de la signalisation de l’EGFR réduit significativement l’activité de la 

HDAC6 induite après 2 h et 4 h d ’hypoxie (Figure 6, (chapitre 3)). Ces résultats confirment 

que l’activation précoce de la HDAC6 en conditions hypoxiques est enclenchée suite à 

l’activation de l’EGFR. De plus, l ’activation de la HDAC6 pourrait également avoir une 

influence directe sur la signalisation de l’EGFR. De ce fait, une étude récente démontre que 

la HDAC6 régule la dégradation et le routage intracellulaire de l’EGFR dans des cellules 

épithéliales de reins (Liu et al., 2012). Les auteurs ont observé que l’inhibition de l’activité 

de la HDAC6 induisait l’expression à la baisse de l’EGFR. De plus, l’inhibition de la 

HDAC6 accélère le transport vésiculaire de l’EGFR des endosomes vers la dégradation 

lysosomale via une hyperacétylation de la tubuline. Ainsi, l ’induction de l’activité de la 

HDAC6 par l’EGF pourrait ralentir la dégradation de l’EGFR et maintenir son activation et 

prolonger la signalisation dépendante de l’EGFR. On pourrait ainsi proposer une boucle 

d’amplification entre l’EGFR et la HDAC6. L ’EGFR induirait l’activité de la HDAC6 en 

hypoxie qui à son tour augmenterait l’activité de l’EGFR en interférant dans la voie de 

dégradation. En relation avec cette hypothèse, une étude précédente a démontré que 

l’hypoxie prolongeait la signalisation de récepteurs tyrosine kinase, dont l’EGFR, via la 

régulation à la baisse de la rabaptin-5 (Wang et al., 2009b), un mécanisme qui pourrait être 

concomitant avec l’activité de la HDAC6. Étant donné que l’activation du TGFP endogène 

observée aux chapitres précédents implique un mécanisme à plusieurs étapes dont 

l’activation par la convertase de pro-protéine furine, nos résultats n ’excluent pas la 

participation du TGFP endogène dans l’activation de la HDAC6 dans des périodes 

prolongées d ’hypoxie. Il serait intéressant de vérifier l’activité de la HDAC6 induite en 

hypoxie à des temps supérieurs à lOh en inhibant l’activité du TG FpRl avec le Ly364947, 

tel que mentionné précédemment.

Mécanismes potentiels de l’activation de la HDAC6 en hypoxie
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Nos données suggèrent que l’induction hypoxique de l’activité de la HDAC6 

implique des mécanismes post-transcriptionnels puisque les niveaux protéiques de la 

HDAC6 ne sont pas altérés suite à l’exposition hypoxique (Figure 5, (chapitre 3)). Des 

évidences de la littérature suggèrent que l’activation de la HDAC6 serait dépendante de 

l’état de phosphorylation de l’enzyme. De ce fait, une étude a démontré que l’hypoxie 

induisait la phosphorylation de la HDAC1 et HDAC2 par la CK-1I dont l’activité est 

induite en hypoxie (Pluemsampant et al., 2008). Des évidences récentes démontrent 

également que l’activité de la HDAC6 est régulée par sa phosphorylation. Effectivement, la 

HDAC6 contient plusieurs sites putatifs de phosphorylation par l’EGFR/MAPK et la 

phosphorylation sur la Tyr570 par l’EGF régule l’activité déacétylase de la tubuline (Deribe 

et al., 2009). De plus, il a été démontré que la CK-II phosphorylé la Ser458 de la HDAC6, 

ce qui induit son activation et la régulation de la formation des aggrésomes en réponse au 

stress (Watabe and Nakaki, 2011). De façon intéressante, des évidences de la littérature 

suggèrent une relation directe entre la voie de l’EGFR et l ’activation de la CK-II. Une étude 

a démontré que la stimulation à l’EGF induit la phosphorylation de la sous-unité P de la 

CK-II (Ackerman et al., 1990). Sachant que la sous-unité p est transloquée en périphérie 

cellulaire en hypoxie (Pluemsampant et al., 2008), sa localisation cellulaire pourrait 

permettre sa phosphorylation dépendante de l’EGFR en périphérie cellulaire et ainsi induire 

son activité. Des études démontrent également que la kinase Src influence l’activité de 

l’EGFR. La phosphorylation dépendante de Src de l’EGFR de la Tyr845 de l’EGFR est 

essentielle pour sa transactivation et l’activation de Ras (Wu et al., 2002). De plus, cette 

phosphorylation module les fonctions du récepteur de l’EGFR et la progression tumorale 

(Biscardi et al., 1999). Il est donc possible de penser que l’hypoxie puisse induire la 

phosphorylation de la HDAC6 par un mécanisme impliquant l ’EGFR et/ou la CK-II. Étant 

donné que nos résultats indiquent que l’EGFR est phosphorylé après 30 minutes de 

stimulation hypoxique, il est fort probable que la cascade de signalisation soit enclenchée 

suite à l’activation de l’EGFR. Des études plus approfondies devront être effectuées afin de 

déterminer la kinase responsable de l’activité induite de FHDAC6 en hypoxie. De plus, les 

sites de phosphorylation de la HDAC6 devront être déterminés afin d ’élucider le 

mécanisme précis de l’activation de la HDAC6. Malgré plusieurs essais, il nous a été
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malheureusement impossible de déterminer le patron exact de phosphorylation de la 

HDAC6 en condition hypoxique.

Les résultats présentés au chapitre 3 mettent en évidence le rôle de la HDAC6 dans 

la signalisation dépendante de Smad3 du TGFP en conditions hypoxiques. Au chapitre 1 et 

2, nous avons vu que le mircroenvironnement hypoxique induisait la maturation accrue de 

TGFP suite à la délocalisation de la furine dans des vésicules acides. Dans ce chapitre, nous 

démontrons que l’induction hypoxique de la formation des invadopodes est régulée de 

façon principale par l’activation de Smad3 en réponse au TGFP endogène. Nous avons 

identifié la HDAC6 en tant que modulateur clé de l’induction hypoxique des invadopodes. 

Une régulation de l’activité de la HDAC6 pourrait permettre d ’intervenir dans l’invasion 

des cellules cancéreuse en condition hypoxique. D ’ailleurs, à ce jour, différentes études 

sont centrées sur le développement d ’inhibiteurs pharmacologiques de la HDAC6 afin de 

tester leur potentiel anti-métastatique (Dallavalle et al., 2012).
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Schéma 5: Récapitulation du chapitre 3

Au chapitre 3, nous avons étudié les mécanismes hypoxiques impliqués dans la formation 
des invadopodes en hypoxie. (1) La furine relocalisée dans des vésicules acides en hypoxie 
permet le clivage protéolytique du TGFP ce qui entraine une augmentation du TGFP 
bioactivable dans le milieu extracellulaire (2). Le TGFP lie son récepteur, ce qui permet le 
recrutement des Smads (3). De façon concomitante, Thypoxie active la voie de l ’EGFR, ce 
qui mène à F activation de la HDAC6. Une fois activée, celle-ci, de par son activité 
déacétylase, permet la déacétylation de la tubuline et ainsi la déséquestration de Smad3 du 
réseau de tubuline (4). Le complexe activé de Smad transloque au noyau (6) et permet la 
transcription de gènes inductibles par le TGFp (6). Nos résultats démontrent que 
l’induction hypoxique des invadopodes est principalement régulée par la signalisation 
dépendante de Smad3 du TGFp. De plus, nous avons identifié la HDAC6 en tant que 
régulateur clé de la signalisation de Smad3 en hypoxie. L’interférence dans l’activité de la 
HDAC6 inhibe l’induction hypoxique de la formation des invadopodes et l ’invasion des 
cellules cancéreuses.
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Relation en fonction du temps des mécanismes hypoxiques impliqués dans la 

formation des invadopodes

Les résultats présentés dans cette thèse soulignent l'importance d ’un mécanisme 

post-transcriptionnel induit en hypoxie menant à la formation des invadopodes et à 

l'invasion des cellules cancéreuses. Ce mécanisme implique plusieurs étapes qui sont 

régulées en fonction du temps. Afin de mettre en relation les différentes observations, le 

schéma suivant résume les mécanismes proposés en fonction du temps (Schéma 7). 

Premièrement, l’hypoxie induit l’activation de la voie EGFR après 30 minutes de 

stimulation. L’activation de cette voie résulte en l’activation de la HDAC6, impliquant 

possiblement la phosphorylation dépendante de l’EGFR activé ou l’intermédiaire de 

kinases associées telles que Src et CK-II. L’activation de la HDAC6 induit la déacétylation 

de la tubuline observée après 2 heures de stimulation hypoxique. Après 4 heures, nous 

observons la délocalisation de la furine dans des compartiments en périphérie cellulaire, qui 

sont caractérisés par un pH luminal acide. La relocalisation de la furine dans ces 

compartiments résulte en une augmentation de la maturation du TGFp endogène. La liaison 

du TGFP actif à son récepteur induit l ’activation et la translocation nucléaire de Smad3, qui 

est optimale après 6 heures de stimulation, suite à la déacétylation de la tubuline. L ’activité 

induite en hypoxie de la HDAC6 pourrait également permettre la déacétylation de la 

cortactine et ainsi induire la formation du complexe de polymérisation d ’actine nécessaire à 

la formation des invadopodes. Suite à la translocation de Smad3 au noyau, il y aurait 

transcription et traduction de gènes inductibles par le TGFp tels que la MMP2 et la MMP9 

(Chou et al., 2006; Kim et al., 2004; Liu et al., 2005; Safina et al., 2007; W iercinska et al., 

2011). Les protéines ainsi exprimées permettent la formation des invadopodes et assurent 

les fonctions de dégradation de ces structures. Après 10 heures de stimulation hypoxique, 

nous observons la dégradation de la matrice extracellulaire suivie par l’invasion des cellules 

dans la matrice.
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Schéma 6: Relation en fonction du temps des mécanismes impliqués dans la formation 
des invadopodes en hypoxie
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CONCLUSION

Dans la présente thèse, nous avons approfondi nos connaissances des mécanismes 

moléculaires impliqués dans l’invasion des cellules tumorales dans le microenvironnement 

hypoxique des tumeurs solides. En effet, nous avons démontré un mécanisme post- 

transcriptionnel induit par l’hypoxie, séparé en 3 grandes étapes (chapitres) qui favorise 

l’invasion cellulaire et la formation des invadopodes chez les cellules HT-1080. Ainsi, au 

chapitre 1, nous avons démontré que l’hypoxie induisait la relocalisation stratégique de la 

convertase de pro-protéines furine dans une boucle de recyclage en périphérie cellulaire. 

Nos données démontrent pour la première fois que le microenvironnement tumoral affecte 

la localisation de l’enzyme. Nous démontrons que la relocalisation de la furine à la 

membrane plasmique, via son interaction avec la filamine-A, est responsable de l’induction 

de l’invasion cellulaire en hypoxie (Schéma 4). Au chapitre 2, nous démontrons que la 

relocalisation de la furine en périphérie cellulaire en hypoxie favorise l’activation sélective 

de substrats tumorigéniques tel que le TGFp. Nos données indiquent que le pH acide des 

vésicules intracellulaires pourrait induire la protonation de l’histidine 276 au site de clivage 

protéolytique du pro-TGFP par la furine, ce qui favoriserait l’interaction de l’enzyme avec 

son substrat. Nous avons également identifié pour la première fois les endosomes de 

recyclage NHE6+ comme étant les vésicules dans lesquelles la maturation du TGFP avait 

lieu. De plus, nous avons démontré que l’hypoxie causait une acidification du pH 

intravésiculaire et qu’en concordance avec la relocalisation de la furine, celle-ci favorisait 

la maturation et la sécrétion de TGFP bioactivable, essentielles à la production 

d ’invadopodes (Schéma 5). Finalement, au dernier chapitre, nous avons identifié la 

HDAC6, une histone déacétylase cytoplasmique, en tant que modulateur critique de la 

signalisation du TGFP induite en hypoxie. Nos résultats indiquent que l’induction de la 

formation des invadopodes et l’invasion cellulaire en condition hypoxique sont 

principalement causées par l ’activation de la voie de signalisation du TGFP dépendante de 

Smad3. La HDAC6, via son activité déacétylase de la tubuline, permet la déséquestration 

de Smad3 du réseau de tubuline, pour ainsi permettre sa phosphorylation et sa translocation 

nucléaire et mener à la transcription de gènes inductibles par le TGFP et à la formation des 

invadopodes (Schéma 6).
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Globalement, nos données nous permettent de proposer un mécanisme complexe 

par lequel l’hypoxie induit l ’invasion des cellules cancéreuses. Ce mécanisme implique le 

routage intracellulaire stratégique de protéases, la bioactivation localisée de substrats 

tumorigéniques, et l’activation de modulateurs clés de la signalisation intracellulaire 

(Schéma 8). Nos résultats pavent la voie à l’identification de mécanismes post- 

transcriptionnels ainsi qu’à des protéines clées et des cibles thérapeutiques potentielles qui 

pourraient servir à inhiber ou atténuer l’invasion des cellules cancéreuses menant 

ultimement à la formation des métastases.
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Schéma 7: Conclusion générale

Nos résultats suggèrent la présence d’un mécanisme séquentiel menant à la formation des 
invadopodes et à l’invasion des cellules cancéreuses en condition hypoxique. Tout d’abord, 
le microenvironnement hypoxique induit la relocalisation de la convertase de pro-protéines 
furine dans une boucle de recyclage entre la membrane plasmique et les endosomes de 
recyclage. Ces endosomes sont caractérisés par un pH luminal acide, ce qui favoriserait la 
maturation de certains substrats tumorigéniques tels que le TGFP via la présence 
d ’histidines localisées au site de clivage. L ’augmentation de la maturation du TGFP en 
hypoxie mène à une augmentation du TGFp sécrété et bioactivable. L ’hypoxie induit 
également l’activation de l’EGFR, ce qui permet l ’activation de la HDAC6. Cette enzyme 
permet la déacétylation de la tubuline, libérant ainsi le Smad3 du réseau de tubuline, ce qui 
mène à son activation et sa translocation nucléaire suite à la liaison du TGFp à son 
récepteur. La translocation du complexe Smad3 au noyau permet la transcription de gènes 
inductibles par le TGFP et la formation d ’invadopodes nécessaires à l’invasion des cellules 
cancéreuses.
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