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« Il n’y a que deux fagons de vaincre le cancer :

aimer et continuer a sourire quoi qu’il advienne ».

Alice Parizeau, Ecrivaine [1930-1990]
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RESUME

Le glioblastome multiforme (GBM) est considéré comme la tumeur cérébrale la plus
agressive, invasive et infiltrante de toutes les tumeurs primaires chez 1’adulte. Ce type
de cancer touche plusieurs milliers de personnes a travers le monde chaque année et il
demeure encore aujourd’hui un fléau pour les chercheurs, car la survie moyenne des
patients qui en sont atteints est d’environ 1 an. Cette triste réalité, causée par un
manque de traitements efficaces, est due a I’hétérogénéité moléculaire et aux
propriétés intrinséques des cellules cancéreuses qui composent le glioblastome. Parmi
celles-ci, un nouveau processus cellulaire, nommé autophagie, a vu le jour au début
des années 90. Celui-ci, permettant a la fois un recyclage accru du contenu protéique
non fonctionnel et une meilleure utilisation de 1’énergie métabolique, a été caractérisé
comme étant trés important au niveau physiologique, mais aussi dans plusieurs
pathologies comme le cancer.

Par ailleurs, depuis plusieurs années, notre laboratoire s’intéresse aux fonctions
moléculaires de MT1-MMP, une métalloprotéase matricielle de type membranaire
fortement exprimée au niveau du cancer du cerveau. Plusieurs études ont d’ailleurs
démontré que celle-ci joue un rdle clé dans la progression tumorale en activant
d’autres métalloprotéases matricielles (MMPs) solubles par le biais de son domaine
catalytique, mais aussi en promouvant la migration cellulaire et 1’angiogenese
tumorale grace a ’activation de certaines voies de signalisation médiées par son
domaine cytoplasmique. Ce dernier possede aussi plusieurs partenaires d’interaction
dont les actions et la régulation sont inconnues a ce jour. Attendu que la protéine
MTI1-MMP et que I’autophagie sont deux joueurs clés dans le développement du
cancer et dans la résistance aux traitements, 1’objectif principal de cette these était de
découvrir si MT1-MMP pouvait contribuer a la régulation de 1’autophagie et dans
I’affirmative, d’étudier les mécanismes moléculaires a la base de cette régulation.

Ainsi, les résultats de mon premier article ont permis de conclure que 1’autophagie est
signalée par le domaine cytoplasmique de MT1-MMP lorsque celle-ci se retrouve
ancrée a la membrane plasmique. D’abord, nous avons utilisé la concanavaline A, une
lectine connue pour induire I’expression de MT1-MMP. Nous avons découvert que la
ConA induisait I’autophagie dans les cellules de glioblastome humain U87. A I’aide
d’inhibiteurs et d’ARN interférants dirigés contre MT1-MMP, nous avons pu
déterminer que cette induction était médi€ée par MT1-MMP, mais indépendante de
son domaine catalytique. Enfin, une étude structure-fonction a permis de confirmer
que c’est le domaine cytoplasmique de MT1-MMP qui est responsable de 1’induction
de l’autophagie en activant les génes de la famille ATG ainsi que la protéine
mitochondriale BNIP3.

Ensuite, les résultats de mon deuxie¢me article ont permis de déterminer le mécanisme
moléculaire reliant MT1-MMP a BNIP3 et ’autophagie. En utilisant la ConA en
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combinaison avec des inhibiteurs ciblant les kinases de la famille JAK, nous avons
découvert que I’inhibition de la kinase JAK2 court-circuitait 1’axe de signalisation
MT1-MMP/BNIP3. Etant donné que JAK2 phosphoryle STAT3, I’utilisation d’un
ARN interférant contre STAT3 a aussi affecté 1’axe MT1-MMP/BNIP3. Pour
terminer, la répression de JAK2 par un ARN interférant combinée a la surexpression
de la protéine compléte de MT1-MMP ont permis de conclure qu’il existe un axe de
signalisation MT1-MMP/JAK2/STAT3/BNIP3.

Enfin, les résultats de mon troisiéme article ont mené a une découverte d’envergure,
car nous avons caractéris€ 1’affinit€ de MTCBP-1 pour le domaine cytoplasmique de
MT1-MMP ainsi que son action inhibitrice sur I’induction de 1’autophagie. Tout
d’abord, a ’aide d’ADNc générés a partir de biopsies de patients atteints d’un
astrocytome de grade I a IV, nous avons pu déterminer que les niveaux d’expression
de MT1-MMP et de MTCBP-1 sont inversement proportionnels en fonction du grade
tumoral cérébral. Par la suite, plusieurs techniques permettant de déceler une
interaction entre deux protéines, dont le FRET-AP, le SPR et la co-IP, ont permis de
conclure que MTCBP-1 interagissait avec la portion intracellulaire de MT1-MMP.
Enfin, ]’utilisation du marqueur autophagique LC3 a confirmé que I’interaction entre
MT1-MMP et MTCBP-1 entraine bel et bien une inactivation de 1’autophagie.

En conclusion, nos travaux ont permis d’approfondir les connaissances dans la
biologie du cancer du cerveau, dans le domaine de la transduction des signaux
intracellulaires ainsi que dans le ciblage des fonctions signalétiques de MT1-MMP.
Enfin, mé&me si certains aspects nécessitent une investigation approfondie, ces travaux
auront un impact majeur sur le développement de nouvelles stratégies thérapeutiques
ciblant les mécanismes de radio- et chimiorésistance des glioblastomes.

Mots-clés : Glioblastome, Chimiorésistance, Autophagie, MT1-MMP, BNIP3,
JAK/STAT, MTCBP-1



CHAPITRE I

LE CANCER

1.1  Généralités

Au cours de I’évolution, le cancer est devenu la maladie la plus répandue dans les
pays occidentaux. Heureusement, depuis quelques années, plusieurs organismes a but
non lucratif tels que Leucan (Cancers pédiatriques), la Société canadienne du cancer
(Le relais pour la vie), la Fondation du cancer du sein (La course a la vie CIBC) et
Movember (Cancer de la prostate) se sont joints main dans la main afin d’organiser
des levées de fonds et des activit€s promotionnelles pour venir en aide aux gens
atteints de cette terrible maladie. Sans grand étonnement, le cancer figure aujourd’hui
parmi les principales causes de mortalité et de morbidit€ dans le monde. En effet,
selon 1’Organisation mondiale de la sant¢ (OMS), en 2012, plus de 14 millions de
personnes ont été diagnostiquées avec un cancer et plus de 8,2 millions de personnes
en sont décédées. Ce qui est plus inquiétant encore, c’est que I’OMS prévoit une
augmentation de 70% de personnes atteintes durant les 20 prochaines années, passant
de 14 a 22 millions (Stewart, B. W. et Wild. 2014). A I’échelle nationale, on prévoit
que 196 900 Canadiens recevront un diagnostique de cancer en 2015 et que 78 000
Canadiens en mourront (Comité consultatif de la Société canadienne du cancer.
2015). C’est donc dire que le cancer est en constante évolution et ¢’est pourquoi on se
doit de découvrir les failles de cette terrible maladie afin de trouver des solutions
concrétes et efficaces. Malheureusement, malgré les quelques 3 135577 études

répertoriées sous le terme de recherche « cancer » sur le site du National Center for



Biotechnology Information (NCBI), les avenues thérapeutiques efficaces se font rares

pour plusieurs types de cancer.

D’abord, il est important de souligner qu’a tout moment, une personne peut étre
atteinte par un cancer. En effet, méme si les ADN polymérases responsables de la
réplication de I’ADN de toutes les cellules possedent une fidélité accrue, il se crée en
moyenne un million de cellules mutées chaque jour (Béliveau et Gingras. 2014, p.16).
Si elles ne sont pas corrigées, ces cellules mutées peuvent en engendrer d’autres en se
multipliant, ce qui aurait pour effet de créer une tumeur au sein du tissu sain. Par
contre, il se peut qu’une mutation n’affecte ni la structure ni la fonction des génes, on
la qualifie alors de mutation silencieuse. C’est pourquoi, la décendance génétique a
un impact important dans les probabilités de développer un cancer, car les mutations
non corrigées s’accumulent, non seulement de générations en générations, mais aussi
a ’intérieur de notre propre code génétique. Outre les prédispositions génétiques,
plusieurs facteurs extérieurs, tels que le vieillissement, le tabagisme, les rayons du
soleil, la pollution, la consommation d’alcool, la sédentarité, 1’obésite, la mauvaise
alimentation incluant la consommation de viande rouge et de produits conservés dans
du sel, ont démontré une corrélation directe avec la probabilité de développer un

cancer (Béliveau et Gingras. 2014, p.32-33).

Par ailleurs, le développement de la génomique, et des techniques de laboratoire
inhérents, a permis d’identifier des dizaines de mutations pouvant mener & un méme
type de cancer. Il s’avére donc tres difficile de cibler efficacement le protocole de
traitement qui soignera le patient a 100%. En effet, cette hétérogénéité génétique des
cancers amene donc un certain niveau de complexité dans la compréhension des
mécanismes cellulaires et moléculaires qui les caractérisent. De plus, le manque de
tests de dépistage combin€ au nombre tres limité de biomarqueurs font en sorte que
les patients sont souvent diagnostiqués trop tard dans la progression de la maladie.

Par conséquent, méme si les technologies scientifiques ont grandement évolu€ dans la



derniére décennie, on retrouve encore plusieurs types de cancer qui sont difficilement
traitables, voire incurables. Malgré tous les efforts déployés pour venir a bout de cette
maladie, on doit faire face quotidiennement a un défi de taille. Un taux de récidive
important a également été constaté pour la plupart des patients en rémission d’un
cancer due a une inefficacité thérapeutique soudaine causée par les divers
mécanismes de résistance employés par les cellules cancéreuses en réponse aux
traitements (Kumar et al, 2012). Heureusement, les connaissances reliées a la
biologie du cancer ont connu une expansion phénoménale au cours des derniéres
décennies. Elles ont permis de cibler quelques dix caractéristiques biochimiques
fondamentales du cancer, représentées a la figure 1.1, pour lesquelles plusieurs études
ont mené a la mise en place d’un meilleur ciblage pharmocologique et thérapeutique.
Meéme si plusieurs médicaments sont présentement testés dans divers essais cliniques,
il reste néanmoins beaucoup a faire puisque plusieurs cancers sont toujours incurables
a ce jour (Hanahan et Weinberg. 2011; Figure 1.1). C’est le cas, notamment, du

cancer de la prostate, du cancer du poumon, du cancer du sein et du cancer du

cerveau (Edwards et al., 2013; Zeng, T. et al., 2015).
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Figure 1.1 Caractéristiques biochimiques fondamentales des cellules
cancéreuses. Lors de leur transformation, les cellules cancéreuses acquiérent des
propri€tés qui leur permettent de migrer, de croitre, d’envabhir les tissus et de déjouer
les mécanismes de mort cellulaire. Ces propriétés, représentées en bleu, sont
devenues des cibles thérapeutiques trés primées pour lesquelles plusieurs stratégies
ont été développées, dont quelques unes sont présentement en essais cliniques.
Celles-ci sont présentées dans les différents rectangles et ellipses. (EGFR, Epidermal
growth factor receptor; CTLA-4, Cytotoxic T-lymphocyte-associated protein 4; HGF,
Hepatocyte growth factor; VEGF, Vascular endothelial growth factor; PARP,
Poly(ADP-ribose) polymerase; BH3, Bcl-2 homology 3). Adapté de (Hanahan et
Weinberg. 2011).



1.2 Tumeurs cérébrales

Les tumeurs cérébrales, ou cancer du cerveau, ont un taux d’incidence assez faible
comparativement a d’autres types de cancer comme le poumon ou le colon. En effet,
en 2015, on estime que 3,000 nouveaux cas seront diagnostiqués au Canada (Comité
consultatif de la Société canadienne du cancer. 2015). Ces tumeurs se traduisent par
une agglomération de cellules pro-cancéreuses se situant dans une région spécifique
du cerveau ou de la moelle épiniere. Compte tenu du fait que le cerveau est composé
d’un vaste amalgame de cellules spécialisées, les tumeurs cérébrales sont répertoriées
selon une classification bien précise. Elles se différencient les unes des autres de par
le type cellulaire qu’elles affectent, leur grade tumoral, ainsi que leurs propriétés

génétiques intrinseques.

1.2.1 Types, grades et caractéristiques des tumeurs cérébrales

Comme le cerveau est composé de plusieurs types de cellules différenciées et que
chaque type peut acquérir un phénotype cancéreux, il a ét€ important de se doter d’un
systeme permettant de classer les différents types et sous-types de tumeurs cérébrales
afin de mieux les caractériser. L’Organisation Mondiale de la Sant€é (OMS) a donc
établi une classification de tous les types de tumeurs cérébrales (Louis et al., 2007).
La classification traditionnelle, développée en 1979, a bien évolu€ au fil des années.
En effet, les progres scientifiques dans le domaine de I’oncologie ont permis de
découvrir que les différentes tumeurs cérébrales possédent des caractéristiques
phénotypiques bien précises. De celles-ci, trois sont a la base de la classification, soit
la croissance tumorale, I’extension tumorale et 1’étendue de la néovascularisation

tumorale (Germano et al., 2010).



Il existe deux types de croissance tumorale, soit la croissance expansive et la
croissance infiltrante. Les tumeurs dites expansives sont celles qui croissent en
refoulant et en comprimant les tissus avoisinants, tandis que les tumeurs infiltrantes,
qui sont généralement plus agressives, évoluent en pénétrant et en grandissant au sein
des tissus adjacents. Par la suite, les tumeurs infiltrantes sont séparées en deux
catégories d’extension, soit I’extension circonscrite et I’extension diffuse. En fait, la
distinction se situe au niveau de la limitation entourant la tumeur. Les tumeurs
infiltrantes circonscrites possédent un périmetre macroscopique bien visible, alors
que les tumeurs infiltrantes diffuses se dissipent a travers les tissus, ce qui rend leurs
délimitations tres difficiles (Claes et al., 2007). Enfin, en plus d’étre diffuses, les
tumeurs les plus malignes et les plus infiltrantes sont dotées de la capacité de créer de
nouveaux vaisseaux sanguins afin de leur permettre une croissance encore plus
accrue. Ce phénomene est appelé I’angiogénése tumorale. Afin de réduire la quantité
d’information et ainsi faciliter la classification des tumeurs cérébrales, ces diverses
caractéristiques ont ét€ regroupées en ce qu’on appelle « le grade tumoral ». Les
grades tumoraux sont au nombre de quatre (I 2 IV) et représentent le caractére invasif
et aggressif des différentes tumeurs cérébrales. Depuis la premiere classification, il y
a eu bien d’autres caractéristiques phénotypiques, comme la présence de nécrose,
I’atypie cytonucléaire et I’activité mitotique, qui se sont jointes afin de mieux
distinguer les tumeurs qui se retrouvaient entre deux grades (Collins. 2004). Enfin, la
classification la plus récente, datée de 2007, rassemble maintenant les différentes
tumeurs selon leur grade et le type cellulaire qu’elles affectent et est représentée par

le tableau 1.1.



Tableau 1.1 Classification des tumeurs du systéme nerveux central (SNC) selon
I’OMS. Repertori€es depuis 1926, les tumeurs du SNC sont séparées en fonction du
type cellulaire duquel elles proviennent ainsi que de leur grade tumoral. Cette
classification, datant de 2007, représente la dernicre établie a ce jour. Les chiffres

romains représentent les grades tumoraux. Adapté de (Louis et al., 2007).

Autres tumeurs neuroépithéliales

Tumeurs astrocytaires I | IV (suite) I(II|HII |1V
Astrocytome subependymal a cellule Neurocytome central 3
géante
Astrocytome pilocytique Neurocytome extraventriculaire
Astrocytome pilomyxoide Liponeurocytome cérébelleux
Astrocytome diffus ° Paragangliome de la moelle épinitre °
Xanthoastrocytome pléomorphique ° Tumeur glioneuronale papillaire °
Astrocytome anaplasique L Tumeur glioneuronale formant g
Glioblastome une rosette du 4e ventricule
Glioblastome a cellule géante Tumeurs pinéales
Gliosarcome Pinéocytome °
Tumeurs oligodendrogliales Tumeur parenchymale pinéale de =
Oligodendrogliome ° différenciation intermédiaire
Oligodendrogliome anaplasique ° Pinéoblastome °

F ? Tumeur papillaire de la région pinéale ol e
Tumeurs oligoastrocytiques =

Tumeurs embryonnaires
Oligoastrocytome ° Médulloblastome
Oligoastrocytome anaplasique L Tumeur neuroectodermale primitive du L
b SNC (PNET)
ST SRyt Tumeur rhabdoide/tératoide atypique °
Subépendymome Tumeurs des nerfs craniaux et parépiniéres
Ependymome myxopapillaire Schwannome °
Ependymome ° Neurofibrome °
Ependymome anaplasique ° Périneuriome o|eo| e
Tumeurs du plexus choroide Tumeur périphérique maligne de la
. ® [ L ]

Papillome du plexus choroide gaine nerveuse (MPNST)
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atypique ] Tumeurs méningées
Carcinome du plexus choroide ° Méningiome ()
Autres tumeurs neuroépithéliales Méningiome atypique °
Gliome angiocentrique Méningiome anaplasique/malin °
Gliome chordoide dans le 3e g Hémangiopericytomé =
ventricule
Autres tumeurs neuroépithéliales Hémangiopericytome anaplasique °
Gangliocytome Hémangioblastome °
Gangliogliome Tumeurs de la région sellaire
Gangliogliome anaplasique ° Craniopharyngiome °
Astrocytome et gangliogliome Tumeur cellulaire granuleuse de la &
infantile desmoplasique neurchypophyse
Tumeur neuroépithélial Pituicytome o
dysembryoplasique Oncocytome de I'adénohypophyse




1.2.2 Tumeurs astrocytaires

De tous les types de tumeurs cérébrales, les tumeurs astrocytaires représentent les
tumeurs cérébrales primaires les plus fréquentes. Celles-ci font partie de la grande
famille des tumeurs neuroépithéliales. Comme son nom [’indique, la tumeur
astrocytaire tient son nid au niveau des astrocytes. Ce type de cellules gliales provient
d’une différenciation spécifique des glioblastes du tube neural embryonnaire (Rajan
et McKay. 1998). Les astrocytes sont réputés pour contribuer au bon fonctionnement
du syst¢me nerveux central (SNC) en restant en contact avec les capillaires sanguins
afin de fournir les éléments nutritifs essentiels aux neurones, comme 1’oxygene et le
glucose, mais aussi en entourant ceux-ci pour prévenir la propagation des
neurotransmetteurs a 1’extérieur de la fente synaptique (Araque et al., 2001).
Récemment, des chercheurs ont découvert que les astrocytes participent a la
régulation de la communication neuronale. En effet, ceux-ci sont en mesure de
répondre aux signaux neuronaux en relarguant des gliotransmetteurs, c’est-a-dire des
signaux astrocytaires permettant de moduler 1’activité neuronale (Giaume et al.,
2010; Halassa et Haydon. 2010). Depuis 2010, les diverses études sur les astrocytes
nous montrent qu’ils sont une pi€ce maitresse dans 1’homéostasie cérébral. Leur
activation, basée sur un niveau de calcium intracellulaire élevé, induit une cascade
signalétique importante qui touche plusieurs fonctions physiologiques cérébrales (Li,
H. et al., 2014). Ainsi, le relarguage d’ATP, de glutamate et de D-serine, provenant
des astrocytes, assurent un contrdle accru de la plasticité synaptique, du couplage
neurovasculaire ainsi que de la régulation de 1’activité synaptique excitatrice ou
inhibitrice (Araque et al., 2014; Lalo et al., 2014; Rasooli-Nejad et al., 2014).
Puisque les astrocytes jouent des roles importants pour le bon fonctionnement du
cerveau, la qualit¢ des communications ainsi que des fonctions neuronales chute

drastiquement lorsque ceux-ci deviennent cancéreux. De plus, les diverses



modifications génotypiques et phénotypiques de ces cellules cancéreuses entrainent la

formation de tumeurs astrocytaires de différents grades.

Les tumeurs astrocytaires connues sont classées en quatre catégories soit :
I’astrocytome pilocytique (grade I), I’astrocytome diffus (grade II), I’astrocytome
anaplasique (grade III) et le glioblastome multiforme (grade IV). En fait, ce sont leurs

caractéristiques géniques et morphologiques qui permettent de les distinguer.

L’astrocytome pilocytique est une tumeur solide que 1’on retrouve particuliérement
au niveau pédiatrique. Cette tumeur de grade I est généralement traitée par résection
chirurgicale, car elle est bien délimitée et ne présente aucun signe d’infiltration (Louis
et al., 2007). 11 progresse trés rarement vers les grades élevés et les modifications
génétiques qui I’accompagnent sont trées modestes. En effet, les trois seules altérations
connues touchent le chromosome 7 et 17, et I’oncogéne BRAF (Jones et al., 2008).
Comme il y a trés peu d’études sur 1I’astrocytome de grade 1, il est difficile de dire si
les génes présents dans les régions touchées sont importants dans la progression

tumorale.

L’ astrocytome diffus représente le premier grade de tumeur maligne, soit le grade IL
Il est caractérisé par un début d’infiltration dans les tissus avoisinants et une
prolifération cellulaire lente. Ce type d’astrocytome est souvent le prélude en matiére
de mutations et d’altérations chromosomiques importantes. En effet, les délétions des
génes codant pour la protéine p53 (TP53) et pour les enzymes isocitrate
déshydrogénases (IDH1 et IDH2) sont considérées comme les premiéres aberrations
génétiques ayant un impact significatif dans la formation et la progression des

tumeurs cérébrales (Crespo et al., 2015; Figure 1.2).

L’astrocytome de grade III est qualifi€ par le terme anaplasique, car les cellules qui le

composent perdent leur intégrité cellulaire et les caractéristiques morphologiques. I
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provient de I’évolution de la tumeur diffuse (grade II) et acquiert de nouvelles
propriétés cellulaires telles qu’une hausse de I’activité mitotique ainsi que de la
densité cellulaire, mais aussi un niveau de polymorphisme nucléaire élevé incluant la
multinucléation, la lobulation et 1’angulation (Zeng, T. et al., 2015). Les mutations les
plus évidentes pour I’astrocytome de grade III se retrouvent plutdt au niveau de la
perte d’hétérozygotie du chromosome 10q et de la perte du chromosome 19q (Crespo

et al., 2015; Figure 1.2).

Finalement, I’accumulation de toutes ces mutations génétiques entraine une tumeur
encore plus maligne. Cette tumeur, appel€e glioblastome, représente 1’astrocytome
ayant le grade le plus €élevé (grade IV). Malgré sa rareté, celui-ci est le plus étudi€ en
raison de sa morbidité élevée et de son pronostic trés sombre. Etant donné son
hétérogénéité, son haut niveau de complexité et sa forte malignité, le glioblastome est

considéré comme le roi de toutes les tumeurs cérébrales connues (Soeda et al., 2015).



11

Précurseurs cellulaires

Altérations du nombre de copies

b Gain Chr 7

-— Perte Chr 10 (PH 10p/PH 10q)
.. Perte Chr 9p (del COKN2A-P18NeE)
| Perta MDM2 (12q)

Mutations génétiques

. ATP53 (17p)

Astrocytome diffus, Grade Il } AIDH1 (2q)
Altérations/Mutations génétiques b AIDH2 (15q)

v

I~ EGFR vlll (7p) Méthylation du promoteur

[~ ATERT (5p) b MGMT
p—= APTEN (10q)
b APIK3RT (5q)
Surexpression genique Astrocytome anaplasique, Grade Il Mutations génétiques
b Amplification d’EGFR ATP53 (17p)
== MDM2 v AIDHT (2q)

— PDGFRA (4q)

Altérations du nombre de copies

PH 10g
Perte Chr 13g (PH 139q)

Méthylation du promoteur

= MGMT

]
|
]
]
I
|
'
)
|
)
)
]
1
]
|
b ANFT (17q) '
|
|}
]
]
]
]
]
I
I
]
|
]
|}
|}
]
]

Glioblastome primaire, Grade IV Glioblastome secondaire, Grade IV

Figure 1.2 Principales altérations génétiques induites au cours de la progression
tumorale astrocytaire. Pendant le développement tumoral, plusieurs changements
moléculaires ont lieu au niveau du génome des cellules cancéreuses. Ces
changements peuvent étre des altérations du nombre de copies d’un chromosome, des
altérations et/ou mutations génétiques, une surexpression génique et méme une
méthylation du promoteur d’un géne précis. La progression tumorale astrocytaire se
déroule de deux fagons pour produire les glioblastomes primaires (de novo) ou
secondaires (provenant du développement d’une tumeur bénigne) (voir section 1.3.1).
(Chr, Chromosome; PH, Perte de I’hétérozygotie; del, délétion; p, bras
chromosomique court et g, bras chromosomique long; CDKN2A, cyclin-dependent
kinase Inhibitor 2A; pl6INK4a, CDKN2A multiple tumor suppressor; MDM2, E3
ubiquitin-protein  ligase; TERT, Telomerase reverse transcriptase; NFI,
neurofibromatosis type I, PIK3R 1, Phosphoinositide-3-Kinase Regulatory Subunit 1;
PDGFRA, Platelet-derived growth factor receptor, alpha polypeptide; IDH, Isocitrate
déshydrogénase; MGMT, O°-méthylgnanine-DNA méthyltransférase). Adaptée de
(Crespo et al., 2015).
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1.3 Les glioblastomes multiformes

Tel que décrit a la section précédente, les glioblastomes multiformes (GBM) sont les
tumeurs malignes les plus invasives, résistantes et infiltrantes de toutes les tumeurs
cérébrales (Fuller et al., 2002). IIs ont des propriétés caractéristiques qui leur
permettent de survivre dans des conditions environnementales tissulaires hostiles,
telles que le manque d’oxygene (hypoxie), I’augmentation de 1’acidité ainsi que
I’'inflammation chronique (Colotta et al., 2009; Wilson et Hay. 2011). Ils ont donc
appris a s’adapter a ce microenvironnement tumoral par le biais de différents
mécanismes de protection. Depuis plusieurs décennies, ceux-ci ont ét€ constamment
mis a I’épreuve grice a I’effervescence du nombre de thérapies et de traitements
potentiels. Malgré le nombre impressionnant de cibles thérapeutiques, la tenacité du
glioblastome en réponse aux thérapies conventionnelles reflete bien notre faible

compréhension des mécanismes de résistance au sein de la communauté de

chercheurs spécialistes.

1.3.1 Types de glioblastomes

Depuis le début des études sur les tumeurs cérébrales, les connaissances au niveau de
la biologie des glioblastomes n’ont cessé d’évoluer. Les avancements technologiques
concernant les « omiques » (protéomique, génomique, métabolomique, etc.) et
I’imagerie médicale ont permis de sous-classer ces tumeurs en fonction de leur profil
d’expression génique, de leur distribution tissulaire et de leur pronostic clinique
(Ohgaki et Kleihues. 2005). En effet, plusieurs études ont démontré qu’il existe deux

types de glioblastomes, soit le glioblastome primaire et le glioblastome secondaire.

Le glioblastome primaire se distingue du glioblastome secondaire par sa signature

moléculaire trés différente mais aussi par le fait qu’il est diagnostiqué comme une
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tumeur cérébrale de grade IV n’ayant subi aucune progression tumorale comme c’est
le cas pour le glioblastome secondaire. Ce dernier est trés rare, car il représente a
peine 5 % de tous les cas de glioblastomes diagnostiqués. Comme il est démontré a la
figure 1.2, le profil génétique du glioblastome secondaire se caractérise par
I’accumulation des mutations génétiques et des altérations chromosomiques qui sont
survenues pendant la progression tumorale du grade II au grade IV, tandis que celui
du glioblastome primaire est composé d’une combinaison aléatoire de plusieurs
altérations génétiques (Li, R. et al., 2015). Par ailleurs, certaines mutations sont
désormais reconnues comme biomarqueurs permettant de mieux caractériser le type
de glioblastome et d’offrir un meilleur diagnostique. Par exemple, chez les patients
atteints d’un glioblastome primaire, le géne EGFR est amplifi€ et le géne PTEN est
délété. A linverse, le géne IDHI est muté dans presque 100 % des cas de
glioblastomes secondaires (Cancer Genome Atlas Research. 2008; Nobusawa et al.,

2009; Ohgaki et Kleihues. 2013).

En plus de ces deux types de glioblastomes, le Cancer Genome Atlas (CGA) a
subdivis€ les glioblastomes en quatre groupes distincts. Ces sous-groupes se
distinguent de par leur profile génétique. Le premier groupe est le glioblastome
proneural. Celui-ci est caractéris€ par une amplification des génes CDK4 et
PDGFRA, des mutations dans les génes IDHI et IDH2, mais surtout par un
phénotype de méthylation des il6ts CpG associés au gliome (G-CIMP) (Noushmehr
et al., 2010). Le deuxieme groupe, appelé glioblastome classique, est constitué par
une amplification accrue du géne EGFR et plus particulierement du variant
EGFR(VIII) (Verhaak et al., 2010). Le glioblastome mésenchymal représente le
troisitme groupe et il est identifi€ grice a I’amplification du géne MET et de la
mutation (ou méme délétion) du géne NFI. Celui-ci présente aussi une activation
accrue des voies de signalisation pro-inflammatoires NF-kB, STAT3 et TGF-$ (Bhat
et al., 2013). Le dernier groupe est représenté par le glioblastome neural. Bien qu’il

ne posséde pas de propriétés particulieres qui le distinguent des autres groupes, il est



14

composé d’un mélange d’altérations génétiques appartenant a ceux-ci (Phillips ef al.,

2006).

1.3.2 Traitements conventionnels et stratégies thérapeutiques

Depuis quelques années, les traitements et les thérapies anti-cancer ne cessent
d’évoluer et de se diversifier. En effet, plusieurs stratégies ont été développées afin de
cibler les différentes propriétés des cellules cancéreuses (Hanahan et Weinberg.
2011). Comme les traitements sont sélectionnés sur la base de plusieurs facteurs
intrins€ques a la qualité de la tumeur tels que le type de cancer, son emplacement, sa
taille, son grade tumoral, son génotype, mais aussi de facteurs propres a chaque
patient tels que I’4dge, le sexe, le nombre de traitements subis, la résistance face a
certains traitements, ces diverses stratégies apportent donc un plus grand éventail de
solutions potentielles en vue de permettre un traitement plus personnalisé (Barker et
al., 2001; Curran et al., 1993). Dépendamment des facteurs énumérés ci-dessus, les
stratégies anti-cancer pouvant étre employées sont la chirurgie, la radiothérapie, la
chimiothérapie, I’immunothérapie, 1’hormonothérapie, la virothérapie ainsi que les

thérapies ciblées.

Le traitement du glioblastome requiert une précision thérapeutique telle que les
traittements doivent €tre choisis spécifiquement en fonction des mutations présentes
dans le génotype cancéreux du patient. Présentement, le traitement de pointe des
patients nouvellement diagnostiqués avec un glioblastome commence par une
résection maximale de la tumeur, suivi de la radiothérapie (RT) et de 1’adjuvant
témozolomide (TMZ), un agent alkylant de I’ADN et un inducteur d’apoptose (Stupp
et al., 2005). Depuis les 20 derniéres années, ce traitement a été amélioré grice a
I’optimisation de la précision chirurgicale, du type de radiothérapie ainsi que du

« cocktail » chimiothérapeutique. En effet, la découverte de molécules fluorescentes,
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telles que 1’acide 5-aminolévulinique (ALA) et la fluorescéine de sodium, a permis de
distinguer les tissus cancéreux des tissus sains et ainsi optimiser le volume de
résection tumorale (Schebesch et al., 2013; Stummer et al., 2000; Stummer et al.,
2006). Depuis les années 80, I’essor de techniques telles que la brachythérapie, la
radio-immunothérapie, la radiochirurgie stéréotactique fractionnée ou non et la
radiothérapie (RT) hyperfractionnée et accélérée, ont permis de régler I’intensité de la
RT en fonction du volume de la tumeur (Bemstein et al., 1995; Cardinale et al., 2006;
Gobitti et al., 2011; Tsien et al., 2009). Finalement, I’émergence de différents
composés cytotoxiques ou antinéoplasiques a permis d’obtenir une diversité
thérapeutique importante pour le traittment du GBM. Outre le témozolomide, il
existe plusieurs autres molécules qui ont été développées afin de cibler les différentes
propriétés du glioblastome. Parmi celles-ci, notons les inhibiteurs de PARP (Iniparib
et Veliparib), de MET (XL-184) et de ’'EGFR (Gefitinib et Erlotinib) (Liang et al.,
2014; Venur et al., 2015; Zhang, Y. et al., 2010).

Par ailleurs, d’autres stratégies intéressantes telles que I’injection d’anticorps
monoclonaux, I’immunothérapie innée et I’utilisation de virus oncolytiques, ont été
développées pour le traitement du glioblastome (Carlsson et al., 2014). Par exemple,
le Bevacizumab (ciblant le VEGF), le Nimotuzumab (ciblant ’EGFR) et I’ AMGS95
(ciblant PEGFRVIII) sont des anticorps monoclonaux conjugués ou non qui ont
récemment prouvé leur efficacité dans des modeles in vitro et in vivo et qui sont
présentement en essais cliniques (Ferrera et al., 2005; Hamblett ef al., 2015; Yang, Q.
Y. et al., 2015). Les exemples reliés a I’immunothérapie innée sont plus restreints, car
c’est un type de thérapie qui commence a prendre de 1’expansion. Néanmoins, il
existe quelques agents, comme le DC-Vax L (vaccin utilisant un mélange de cellules
dendritiques saines et tumorales) et les vaccins de la série Prophage G-100 et G-200
(vaccin utilisant la protéine de choc thermique gp96), qui stimulent la réponse
immunitaire du patient a I’aide de ses propres cellules cancéreuses (Bloch et Parsa.

2014; Crane et al., 2013; Prins et al., 2011; Yu, J. S. et al., 2004). Enfin, les virus
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oncolytiques sont devenus une alternative trés intéressante afin de cibler uniquement
et spécifiquement les cellules cancéreuses qui surexpriment certains récepteurs
membranaires comme I’EGFRVIII, le PDGFR et I’'IL-13 (Carlsson et al., 2014). En
effet, plusieurs virus oncolytiques sont présentement en essais cliniques de phase I
pour le traitement du GBM. Parmi ceux-ci, on retrouve 1’Herpes Simplex I (HSV-1
MO032) et I’adénovirus Delta-24 (DNX-2401) (Fueyo et al., 2000; Roth et al., 2014).
De plus, des études récentes ont démontré que ce dernier était plus puissant lorsqu’on
y ajoutait un peptide nommé RGD-4C. En effet, celui-ci permet au virus d’accroitre
son activité oncolytique en augmentant son affinité€ pour les intégrines avp3 et avp5
(Fueyo et al., 2003). Ce nouveau virus nommé Delta-24-RGD-4C a permis de
stabiliser ou de diminuer partiellement ou compleétement le glioblastome de 52 % des
24 patients de 1’étude clinique (Pol et al., 2013). Ce type de thérapie semble donner
de bons résultats puisque 6 patients provenant de cette €tude sont toujours en vie suite
au traitement, dont 1 qui en est A sa 4° année de survie post-traitement (Pol et al.,

2013).

Malgré les diverses stratégies thérapeutiques mises en place au cours des dernieres
années, le GBM donne encore du fil a retordre aux oncologues et aux chercheurs,
puisque la plupart des traitements proposés sont systémiques et entrainent des effets
secondaires importants qui influencent la qualité de vie des patients (Fakhoury. 2015;
Lucchiari et al., 2015). Un autre probleme majeur dans le traitement du GBM est la
barriere hémato-encéphalique (BHE). Celle-ci entrave le passage des médicaments a
I’intérieur du cerveau grace aux mécanismes de résistance régis par les protéines de la
famille des Multi-Drug Resistance proteins (MDR) et de la P-Glycoprotéine (ABCB1
ou P-gp) (Agarwal et al., 2013). Puisque ces genes sont surexprimés chez les patients
atteints par un GBM, cela entraine une diminution de la biodistribution des
médicaments au niveau du cerveau et diminue considérablement 1’efficacité des
traitements (Calatozzolo et al., 2012). C’est pourquoi, de nouvelles technologies ont

été développées afin de cibler le passage des médicaments a travers cette barriere.
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Parmi ces nouvelles approches, on peut justement noter I’émergence des inhibiteurs
de transporteurs d’expulsion des médicaments (Tariquidar et Elacridar) et de
I’exploitation du transport médi€ par les récepteurs (GRN1005, ANG4043 et 2B3-
101) (Bauer et al., 2012; Drappatz et al., 2013; Gaillard et al., 2014; Sane et al.,
2013).

Figure 1.3 Exemple d’un cerveau de patient atteint d’un glioblastome récurrent
qui a subi une thérapie combinant le carboplatine et le bevacizumab. Les images
prises en A et B ont ét€ obtenues par deux méthodes d’imagerie par résonance
magnétique, soit par contraste au Gadolinium en A et par le fluid attenuated inversion
recovery (FLAIR) en B. Les images de gauche et de droite représentent,
respectivement, le cerveau du patient avant et aprés le traitement. Fait intéressant,
selon les auteurs, la réponse positive du patient face a la thérapie coincide avec une
amé€lioration importante de quelques-uns de ses symptomes neurologiques (aphasie et
hémiparésie). Les pointillés blancs représentent I’emplacement de la tumeur. Adaptée
de (Mrugala et al., 2012).
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1.3.3 Phénotype de résistance

Malgré le développement phénoménal des médicaments anti-cancer et des méthodes
d’administration, les patients atteints d’un glioblastome ne s’en sortent pas et meurent
a peu pres tous a I’intérieur de 5 ans, qu’ils aient recu un traitement ou non (Mrugala
et al., 2012; Figure 1.3). Cette triste réalité est causée par le fait que les glioblastomes
sont en mesure de s’adapter aux traitements en déployant plusieurs stratégies
cellulaires et moléculaires leur permettant de survivre et de récidiver pour ainsi
mettre fin a la vie des patients (Stupp et al., 2009). C’est ce qu’on appelle « le
phénotype de résistance ». D&s qu’ils sont en contact avec un traitement anti-cancer
(inhibiteurs, anticorps, agents chimiothérapeutiques, radiation, etc.), les glioblastomes
se protegent en utilisant leurs mécanismes de défense. Parmi ceux-ci, notons les
mécanismes de réparation de I’ADN (MGMT et le systtme BER), la surexpression
d’EGFR, de Galectin-1 et de Mdm?2, les mutations de p53 et de PTEN et 1’altération
de I’expression de certains microARNs (miARN) et le recrutement des cellules
souches cancéreuses (CSC) (Huang, Z. et al., 2010; Messaoudi et al., 2015; Figure
1.4).

La MGMT fait partie des premiers mécanismes de réparation de I’ADN dont se
servent les glioblastomes. En effet, lors de la radiothérapie et/ou de la chimiothérapie,
les mutations génétiques se produisant dans les cellules cancéreuses sont aussitot
corrigées par la 06-méthylguanine DNA méthyltransférase (MGMT), qui est capable
de retirer les groupements méthyl, éthyl, isopropyl et butyl qui se retrouvent sur les
bases nucl€iques (Kaina et al., 2007). Ce mécanisme est 2 la base méme de la
résistance a plusieurs agents alkylants utilisés dans le traitement du glioblastome,
dont le fameux témozolomide (TMZ) (Park, C. K. et al., 2012). En plus de la MGMT,
en cas de dommages a I’ADN causés par les rayons ionisants, les agents oxydants et

ces mémes agents alkylants, les glioblastomes peuvent activer un autre systéme de
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réparation de ’ADN que 1’on nomme « réparation d’excision des bases » (BER)
(Almeida, K. H. et Sobol. 2007). Celui-ci comprend plusieurs protéines et enzymes,
telles que PARP-1, qui en liant ’ADN, permet le recrutement des protéines du
complexe BER (XRCC1, ADN polymérase, ligase et flap endonucléase 1) et du

méme coup la réparation des bases nucléiques excisées (Malanga et Althaus. 2005).

[ Réparationde ’ADN ]

Expression de MGMT
Mutations du MMR
Systeme BER

Mutationde p53
Mutationde PTEN
Surexpression de Mdm2

Amplificationd’EGFR
Mutationd’EGFR

Surexpressionde Régulation des
Galectin-1 miRNA

T miR-10a

miR-195
miR-4553p

¥ miR145

Figure 1.4 Implications de différents acteurs dans la radiorésistance et la
chimiorésistance des cellules cancéreuses cérébrales (gliomes). (EGFR, Récepteur
du facteur de croissance épidermal; MGMT, 06-methylguanine-DNA-
methyltransferase; MMR, mismatch repair; PTEN, Phosphatase and TENsin
homolog; MDM?2, E3 ubiquitin-protein ligase; miRNA, MicroARN). Adaptée de
(Messaoudi et al., 2015).
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Dans un autre ordre d’idées, la surexpression d’EGFR, de Galectin-1 et de MDM2 et
la délétion de p53 et de PTEN permettent aussi aux glioblastomes d’acquérir un
phénotype de résistance hautement performant. En effet, la hausse d’EGFR induit
I’activation de voies de signalisation importantes pour la prolifération, la migration et
I’angiogenese, telles que RAS/RAF/MAPK et PI3K/AKT/mTOR (Guha et al., 1997,
Huang, P. H. et al., 2009; Narita et al., 2002). Méme si plusieurs inhibiteurs ont été
développés au cours des derniéres années (Cetuximab, Erlotinib et Gefitinib), ceux-ci
ont été testés en phase clinique I/II et les résultats obtenus ont été tres décevants
(Neyns et al., 2009; Prados et al., 2009). La Galectin-1, quant a elle, participe a
I’activation de multiples processus cellulaires et moléculaires qui meéne au phénotype
de résistance des glioblastomes (Le Mercier et al., 2010). Elle permet d’enclencher la
migration (en interagissant avec les intégrines), la formation de métastases,
I’angiogenese (en activant ORP150, qui contrle I’activation et la sécrétion du
VEGF) (Camby et al., 2005; Rabinovich et al., 2002). De plus, la Galectin-1 contrdle
la translocation de la protéine p53 dans le noyau, inhibe les cellules T effectrices (en
promouvant 1’apoptose) et interagit avec la protéine Ras (Le Mercier et al., 2008; Paz
et al., 2001; Rubinstein et al., 2004). Ensuite, comme la protéine MDM2 est
fortement exprimée dans les glioblastomes et qu’elle posséde une action inhibitrice
sur p53, elle permet donc une croissance tumorale accrue ainsi qu’une résistance 2 la
radio- et a la chimiothérapie (Burton, E. C. et al., 2002; Shangary et Wang. 2009;
Shchors et al., 2013; Wang, A. L. et al., 2011). Finalement, la mutation de PTEN
dans les glioblastomes cause une augmentation de la prolifération tumorale, ce qui
contribue aussi au phénotype de résistance (Kato et al., 2000; Knobbe et al., 2002).
En fait, il existe une régulation trés étroite entre PTEN et p53 qui n’a plus lieu, car les
deux protéines sont mutées. En effet, plusieurs études ont démontré que la restoration
de PTEN ou de p53 permettrait de sensibiliser les cellules tumorales aux traitements
actuels, ce qui en augmenterait leur efficacité (Freeman ez al., 2003; Mayo et al.,

2002; Stambolic et al., 2001).
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L’altération de 1’expression des microARNs (miARNSs) est une autre composante
importante dans le phénotype de résistance des glioblastomes. En effet, certains
miARNSs sont reconnus pour €tre des oncogenes, tandis que d’autres sont plutdt des
geénes suppresseurs de tumeurs (Babashah et Soleimani. 2011). Plus spécifiquement,
il a été découvert que la surexpression des miARNSs suivants : miR-21, miR-195,
miR-455-3p et miR-10a permettaient aux glioblastomes de résister a la
chimiothérapie par le TMZ (Mizoguchi et al., 2013; Shi et al., 2010; Ujifuku et al.,
2010). A I’inverse, cette méme résistance a lieu dans les glioblastomes lorsque le
miR-145 est inhibé (Yang, Y. P. et al., 2012). De plus, les miARNs sont aussi
capables d’inférer aux glioblastomes la capacité de résister a la radiothérapie. En
effet, des études ont démontré que les miR-1285, 151-5b et 24-1 sont induits suite a
I’irradiation et qu’ils contribuent a la croissance tumorale et & la survie des
glioblastomes en diminuant la synthése de p53 et I’apoptose et en promouvant la
migration cellulaire et la formation de métastases (Ding et al., 2010; Niemoeller et
al., 2011; Tian et al., 2010). Par contre, les miARNs tels que miR-7, miR-181a et
miR-100 participent a l’induction de la mort cellulaire des glioblastomes en
désactivant la protéine kinase dépendante de I’ADN (DNA-PK) et la protéine kinase
ataxia-telangiectasia mutée (ATM), deux protéines responsables de la réparation des
cassures des ADN doubles brins et en diminuant la synthése de la protéine
antiapoptotique Bcl-2 (Chen, G. et al., 2010; Kefas et al., 2008; Lee, S. T. et al.,
2011; Ng, W. L. et al., 2010).

Par ailleurs, des études ont démontré qu’il existe aussi des cellules pluripotentes au
sein des tumeurs cérébrales (Singh, S. K. et al., 2004). Ces cellules, que 1’on appelle
« cellules souches cancéreuses » (CSC), ont la capacité de proliférer, de se
différencier et de s’auto-renouveler sous les conditions extrémes qu’offre le
microenvironnement tumoral (Huang, Z. et al., 2010). En fait, comme les CSC
possédent de hauts niveaux d’expression du facteur de croissance de 1’endothélium

vasculaire (VEGF) et du facteur dérivé du stroma-1 (SDF-1), elles ne sont pas



22

considérées commes des cellules souches normales puisqu’elles contribuent a la
croissance et a 1’angiogénese tumorale (Folkins et al., 2009). De plus, il a été
démontré, autant in vitro qu’in vivo, que les propriétés tumorigéniques des CSC leur
permettent méme d’étre plus résistantes que les glioblastomes envers la radiothérapie
(Bao et al., 2006). En fait, ces propriétés ont été associées a des marqueurs, tels que
CD15, EGFR, A2B5, L1CAM (CD171), CD44, Intégrine a6, CXCR4 et CD133, qui
permettent d’identifier les CSC provenant du glioblastome (Anido et al., 2010; Bao et
al., 2008; Brescia et al., 2013; Jin, F. et al., 2011; Jin, G. et al., 2011; Lathia er al.,
2010; Ogden et al., 2008; Ping et al., 2011; Son et al., 2009). Récemment, Tamura et
collegues ont démontré que les CSC positives pour le marqueur Prominin-1 (CD133)
sont non seulement capables d’initier la prolifération tumorale, mais elles sont aussi
induites lors des traitements de radiothérapie et de chimiothérapie, ce qui peut
entrainer une récidive tumorale provoquant ainsi un glioblastome de novo (Tamura et
al., 2013). La résistance des CSC vient aussi du fait qu’elles sont dotées de
mécanismes de réparation de I’ADN plus performants, dont une recombinaison
homologue plus efficace et une activation accrue de la réponse aux dommages 2
I’ADN (Bao et al., 2006; Cheng, L. et al, 2011; Lim et al., 2012). Au niveau
moléculaire, les CSC peuvent augmenter leur résistance grice a I’activation de
protéines qui sont fortement exprimées dans la plupart des cancers, telles que la
kinase N-terminale c-Jun (JNK), la phosphoinositide 3-kinase (PI3K) et la protéine
kinase C8 (PKC9). Enfin, la voie de signalisation Notch est aussi régulée a la hausse
et permet aux CSC de renforcer leurs processus de survie cellulaire (Fassl et al.,

2012; Wang, J. et al., 2010; Yoon, C. H. et al., 2012).

En plus de ces mécanismes de résistance, les glioblastomes multiformes se sont dotés
d’une capacité a déréguler un processus extrémement important au niveau du
métabolisme cellulaire et de la balance survie/mort cellulaire qui leur permettent de
résister face aux différents traitements conventionnels. Ce processus se nomme

1’autophagie.



CHAPITRE II

L’AUTOPHAGIE

251 Généralités

L’autophagie a été€ découverte au début des années 60 grace, notamment, aux travaux
de recherche de M. Christian de Duve, prix nobel pour la découverte des lysosomes et
des peroxysomes. En effet, les diverses études portant sur I’organisation et la
dynamique des lysosomes, menées par les professeurs De Duve, Porter et Hruban, ont
permis de découvrir qu’il existe un mécanisme physiologique permettant aux cellules
de digérer et de métaboliser leur contenu intracellulaire (Swift et Hruban. 1964).
C’est en 1963 que le terme « Autophagie » a été€ utilis€ pour la premiere fois. Ensuite,
comme la technologie de 1’époque était a un stade assez primitif, les recherches sur
I’autophagie ont ét€ mises sur la glace pendant plus de 25 ans. Au début des années
90, I’intérét envers cet important processus cellulaire a refait surface grace a la
découverte des genes responsables de la formation et de la régulation de
I’autophagosome chez la levure (Klionsky et Codogno. 2013). Depuis ce jour,
I’autophagie est un des sujets les plus étudiés a travers le monde. En fait, plus de
19 500 articles scientifiques ont ét€ publiés et ce, dans différents domaines, tels que
les maladies neurodégénératives, les maladies cardio-vasculaires, les maladies reliées

aux désordres métaboliques et le cancer.

L’origine du mot autophagie provient des mots grecs auto « soi-méme » et phagein

« manger ». Cette étymologie donne, au mot autophagie, une connotation assez
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macabre, mais d’une incroyable justesse. En effet, ’autophagie se définit comme
étant un processus catabolique permettant aux cellules de recycler leurs constituants
cellulaires, tels que les organelles et les protéines cytoplasmiques a I’aide de la voie
de dégradation lysosomale (Dong et al., 2010). Elle peut €tre sélective ou non-
sélective (NSA), c’est-a-dire qu’elle peut étre dirigée contre un organite en particulier
comme la mitochondrie (mitophagie) ou le peroxysome (pexophagie) ou contre
n’importe quelle composante du cytoplasme cellulaire (Hou et al., 2013). De plus,
I’autophagie peut &tre déclenchée par divers stress intra- et extracellulaires et est au
cceur de 1’activation d’une multitude de processus physiologiques et/ou pathologiques
permettant aux cellules d’avoir une gestion énergétique accrue ainsi qu’une meilleure

régulation de la balance survie/mort cellulaire (King. 2012; Figure 2.1).
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Figure 2.1 Les causes et les conséquences de I’induction de I’autophagie. (RE,
Réticulum endoplasmique). Adaptée de (King. 2012).

2.2 Meécanismes de I’autophagie

En plus de participer au maintien de I’homéostasie cellulaire (Figure 2.1),
I’autophagie peut aussi avoir lieu de différentes maniéres en fonction du niveau
énergétique métabolique des cellules ainsi que de la taille et de la quantité d’éléments

a dégrader. Il existe donc plusieurs types d’autophagie, tels que la macroautophagie,
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la microautophagie et 1’autophagie médi€e par les protéines chaperones (CMA)

(Boya et al., 2013).

2.2.1 Macroautophagie

La macroautophagie est le type d’autophagie le plus étudié et le plus caractérisé chez
les cellules eucaryotes. Ce type d’autophagie sert surtout a dégrader et a recycler les
composantes cellulaires cytoplasmiques de forte taille, telles que le réticulum
endoplasmique rugueux (RER), I’appareil de Golgi, la mitochondrie ainsi que les
différentes macromolécules (sucres, lipides et protéines) présentes dans le cytoplasme
des cellules. Cette dégradation permet ensuite aux cellules de pouvoir réutiliser les
acides aminés afin de maintenir une synthése protéique accrue, ce qui leur donne la
possibilité de survivre dans des conditions de sevrage ou de carence nutritionnelle
(Klionsky et al., 2011). Comme le démontre la figure 2.2, la macroautophagie
consiste en 1’engloutissement des constituants cellulaires a I’intérieur d’une vésicule
autophagique, appelée autophagosome, qui se fusionne & un lysosome, ce qui permet
la digestion de ces constituants par les hydrolases acides présentes dans les lysosomes
(Klionsky. 2005). Au niveau moléculaire, la macroautophagie fait intervenir plus
d’une quarantaine de protéines qui sont séparées en cinq complexes protéiques : le
complexe de la protéine ULK1 (kinase Unc-51-like), le complexe PI3K de classe III,
le complexe WIPI-1/ATG9, le complexe de conjugaison d’ATG12 et le complexe de
conjugaison de LC3. Ces complexes s’enclenchent en cascade et doivent tous &tre

présents pour que la macroautophagie ait lieu et soit fonctionnelle (Tanida. 2011).
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Figure 2.2 Schématisation des trois types d’autophagie non sélective (NSA). A)
La macroautophagie représente le type d’autophagie le plus fréquent chez les
mammiferes. Elle fait intervenir une vésicule membranaire, appelée
I’autophagosome, qui transporte les constituants cellulaires jusqu’au lysosome ou se
produit leur dégradation. (sous-section 2.2.1) B) L’autophagie médiée par les
protéines chaperones est le type d’autophagie qui utilise les protéines de choc
thermique (Hsp70) et les récepteurs LAMP-2A pour effectuer la translocation des
constituants cellulaires du cytoplasme jusqu’au lysosome ou se produit leur
dégradation. (sous-section 2.2.3) C) La microautophagie est le type d’autophagie qui
entraine la dégradation des constituants cellulaires grice a leur séquestration 2
I’intérieur d’une invagination produite dans le lysosome. (sous-section 2.2.2) Adaptée
de (Boya et al., 2013).

b Autophagie médiée par les protéines chaperones
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L’induction de I’autophagie débute par une désactivation des kinases mTOR
(complexe mTORCI1) et PI3K (classe I) qui entraine une déphosphorylation
d’ATG13. (Hosokawa et al., 2009) Celui-ci se lie ensuite au complexe formé de
ULKI1, FIP200, ATG13 et ATG101 (Mizushima et al., 2011). Ceci méne a
’activation du second complexe. Ce dernier, composé de PIK3C3, BECN1, PIK3R4,
AMBRALI et d’ATG14, est a la base de la formation de la vésicule autophagique. En
fait, le complexe PI3K de classe III est le plus important, car il permet le recrutement
des autres complexes afin de compléter la formation de la vésicule qui sera alors
appelée, 1’autophagosome (Hayashi-Nishino et al., 2009). Le premier complexe
recruté est celui de la protéine membranaire ATG9. Avec l’aide des protéines
WIPI1/2, ATG2 et de VMP1, ATG9 va donc permettre la liaison de tous les
complexes au futur autophagosome (Polson et al, 2010). Les deux derniers
complexes sont formés par les protéines ubiquitin-like, ATG12 et LC3, ainsi que les
protéines impliquées dans leurs modifications post-traductionnelles (Geng et
Klionsky. 2008). La protéine LC3 subit d’abord un clivage protéolytique par la
protéase ATG4. Par la suite, elle est activée grice a ATG7 (enzyme El-like) et
conjuguée au phosphatidyléthanolamine (PE) par ATG3 (enzyme E2-like) (Kirisako
et al., 2000). Quant a ATG12, elle est aussi activée via ATG7 et conjuguée & ATG5
par ATGI10 (enzyme E2-like). Le mini-complexe ATG12-ATGS5 va se lier de fagon
non covalente avec ATG16L1 pour ensuite se dimériser et s’unir au complexe LC3-
PE pour former 1’autophagosome (Fujita er al.,, 2008; Hanada et al., 2007).
Finalement, lorsque 1’autophagosome se fusionne au lysosome, toute la machinerie se
désassemble et les complexes se dissocient les uns des autres afin de prévenir la
fusion accidentelle entre un lysosome et un autophagosome incomplet (Ichimura et

Komatsu. 2010).
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2.2.2 Microautophagie

Contrairement a la macroautophagie, la microautophagie a ét€ davantage caractérisée
dans les cellules eucaryotes inférieures, telles que les levures. Elle se distingue des
autres types d’autophagie par le fait qu’elle ne se sert d’aucune construction
vacuolaire (autophagosome) pour parvenir a la dégradation du matériel cellulaire. Au
niveau mécanistique, la microautophagie ressemble étrangement au phénomeéne
d’endocytose. (Figure 2.2) Elle débute par la création d’une importante invagination
au sein de la membrane d’un lysosome/endosome tardif ou d’un corps
multivésiculaire (MVB), qu’on appelle particulierement le « tube autophagique »,
pour ensuite permettre 1’internalisation du contenu intracellulaire a dégrader dans la
lumiere du lysosome/endosome tardif et finalement procéder a sa digestion (Kunz et
al., 2004; Muller et al., 2000). Bien que les mécanismes cellulaires soient bien
caractérisés, les mécanismes mol€culaires impliqués dans la microautophagie sont
tres peu connus. En fait, tant chez les mammiféres que chez la levure, il existe une
panoplie d’informations concernant la possible implication de certaines protéines

et/ou complexes protéiques dans la régulation de la microautophagie sélective ou non.

Parmi les acteurs clés dans 1’induction et la régulation de la microautophagie non-
sélective chez la levure (Saccharomyces Cerevisiae), notons les GTPases relatives a
la dynamine, telles Vps1p, les complexes signalétiques TOR (target of rapamycin) et
EGO (rapamycin-induced growth arrest) et les complexes VTC (chaperons
transporteurs de vacuole) (Dubouloz et al., 2005; Uttenweiler et al., 2005;
Uttenweiler et al., 2007). En ce qui concerne la microautophagie sélective, la grande
quantité d’information jumelée au fait que les protéines impliquées soient différentes
en fonction de I’organelle qui est dégradée rendent plus difficile la compréhension
des mécanismes moléculaires. Par exemple, Mdm38 et Atg32 sont a la base de la

régulation de la micromitophagie (microautophagie de la mitochondrie) (Kanki et al.,
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2009; Nowikovsky et al., 2007). Par contre, la régulation de la PMN (autophagie
fragmentaire du noyau), communément appelée la micronucléophagie, se fait
principalement par Vac8 et Nvjl, deux protéines interactantes qui agissent de concert

en créant des jonctions nucléo-vacuolaires (NV) (Roberts et al., 2003).

Chez les mammiféres, les informations concernant les protéines impliquées dans
I’induction et la régulation de la microautophagie arrivent au compte-gouttes. Puisque
tres peu d’études ont été publiées sur le sujet, certaines informations proviennent
d’hypotheses qui ont été confirmées ou infirmées depuis (Mijaljica et al., 2011). Le
meilleur exemple est que la microautophagie pourrait avoir lieu dans les endosomes
tardifs plut6t que dans les lysosomes. En effet, Santambrogio et Cuervo émettaient
I’hypothése que la dégradation des protéines cytoplasmiques se faisait dans les
endosomes tardifs, car elles ont été incapables de reproduire la méme dégradation
dans des lysosomes isolés. Plus tard, avec 1’aide de collaborateurs, ils ont été en
mesure d’identifier un processus "microautophagy-like" qui s’effectuait dans les
endosomes tardifs (Kawamura et al., 2012; Sahu et al., 2011). Apres coup, plusieurs
études ont confirmé ce processus et ont commencé a en caractériser les mécanismes
moléculaires. Maintenant appelée la e-MI (microautophagie endosomale) ou la LE-
MI (microautophagie endosomale tardive), celle-ci posséde les mémes propriétés
caractéristiques de la microautophagie traditionnelle, mais elle s’effectue dans les
endosomes tardifs. Son processus est différent de la microautophagie classique, car
elle endocytose les protéines cytoplasmiques et les organelles qui ont un motif
KFERQ dans leurs structures primaires protéiques avec 1’aide de protéines
chaperones (Kaushik et Cuervo. 2008). Toutefois, elle se distingue de la CMA par le
fait qu’elle n’utilise aucun récepteur, comme cette derniére le fait avec LAMP-2A.
Par ailleurs, dans les 5 dernieres années, plusieurs acteurs clés de la e-MI ont été mis
en évidence. De ceux-ci, notons la protéine GTPase, Rab7, et les complexes

protéiques ESCRT-I et ESCRT-III de la famille des complexes ESCRT (endosomal
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sorting complexes required for transport) (Kawamura et al., 2012; Shpilka et Elazar.

2011).

2.2.3 Autophagie médiée par les protéines chaperones

L’autophagie médiée par les protéines chaperones (CMA) est le dernier type
d’autophagie connu au niveau des cellules de mammiferes. Elle est trés sélective dans
le sens ou elle reconnait seulement un certain nombre de macromolécules. Un peu
comme le fait la e-MI, ce type d’autophagie permet la dégradation des protéines et/ou
peptides contenant un motif KFERQ ou KFERQ-like. Néanmoins, a I’instar de la e-
MI, la CMA utilise des protéines médiatrices (chaperons) qui vont transporter ces
molécules jusqu’au lysosome et ainsi permettre leur digestion par le biais d’un
mécanisme bien spécifique. (Figure 2.2) En effet, ce processus commence par une
interaction entre la protéine chaperone hsc70, une protéine de la famille des protéines
de choc thermique hsp90, et la séquence peptidique cible de la protéine & dégrader
(Terlecky et al., 1992). Cette reconnaissance est un processus dépendant de 1’ATP et
se fait grace a la participation de protéines co-chaperones qui assurent le maintien de
la structure du complexe hsc70/protéine a dégrader et permettent la liaison au
récepteur lysosomal LAMP-2A. A ce jour, les co-chaperones connues sont au nombre
de cinq, mais il existe plusieurs isoformes de chacun, ce qui permet une régulation
optimale de la CMA. Les premiers, hsp40 et hsp90, sont deux membres de la famille
des protéines de choc thermique et sont responsables de 1’activité de HSC70 et du
bon déroulement de la protéine (Agarraberes et Dice. 2001). La protéine
interagissante avec HSC70 (HIP), la protéine organisatrice HSC70-HSP90 (HOP) et
la protéine athanogéne 1 associée a BCL-2 (BAG-1), sont les trois autres co-
chaperons qui s’occupent de la régulation de la formation et de la dissociation du
complexe chaperons/protéine en stimulant I’interaction entre la protéine contenant la

séquence KFERQ (ou KFERQ-like), HSC70 et HSC90, et arrétant le cycle
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ATPasique de HSC70 permettant a la protéine de pénétrer a I’intérieur du lysosome

(Alberti et al., 2003; Salvador et al., 2000).

Finalement, la translocation de la protéine dans le lysosome s’effectue a 1’aide du
récepteur LAMP-2A. Celuici est formé de sous-unité€s, nommées lys-HSC70
(HSC70 lysosomale) et lys-hsp90 (hsp90 lysosomale), qui s’assemblent en un
complexe protéique de 700 kDa (Bandyopadhyay et al., 2008). La liaison de la
protéine avec le récepteur induit cette multimérisation et permet la translocation de
celle-ci qui est ensuite dégradée via les hydrolases lysosomales (Bandyopadhyay et

al., 2008).

2.3  Fonctions de I’autophagie

2.3.1 Fonctions physiologiques

Comme il a été mentionné plus t6t, une fine régulation de 1’autophagie est essentielle
afin de maintenir une bonne homéostasie cellulaire et tissulaire (Kroemer et al.,
2010). En effet, plusieurs processus physiologiques nécessitent 1’intervention de
I’autophagie pour subvenir aux besoins énergétiques des tissus. Entre autres,
I’autophagie joue un r6le important pendant la grossesse, car elle permet de réguler le
niveau de nutriments disponibles pour le feetus lorsque le placenta de la mere cesse
son apport (Kuma et al., 2004). L’autophagie est aussi essentielle durant le
développement et la différenciation, car elle permet, durant la période pré-
implantation, de dégrader les composantes du cytoplasme de 1’oocyte, d’éliminer les
ARN messagers de la meére et la mitochondrie paternelle (Al Rawi et al., 2011; Sato
et Sato. 2011; Tsukamoto et al., 2008). De surcroit, 1’autophagie est aussi nécessaire

a la différenciation des érythrocytes, lymphocytes et adipocytes (Ravikumar et al.,
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2010). Elle permet également d’éliminer les corps apoptotiques pendant le
développement embryonnaire (Qu et al., 2007). Par ailleurs, I’autophagie est aussi
utilisée pour contrdler I’homéostasie des cellules immunitaires et ainsi contribuer a la
régulation de I’auto-tolérance (Nedjic et al., 2009). Finalement, de récentes études ont
démontré que 1’autophagie aurait aussi un réle potentiel dans le vieillissement et
permettrait donc une plus grande longévité en limitant 1’accumulation de protéines
mal-repliées et en réduisant les dommages causés a la mitochondrie (Rubinsztein et

al., 2011).

2.3.2 Fonctions pathologiques

Evidemment, comme 1’autophagie permet le recyclage de toutes les aberrations
cellulaires (protéines aggrégées ou mal-repliées, organelles endommaggées, etc.), il est
facile de croire que sa dérégulation entraine des conséquences dramatiques voire
catastrophiques (Kim, K. H. et Lee. 2014). En effet, la dérégulation de 1’autophagie
est au cceur d’une multitude de maladies neurodégénératives, telles que la maladie de
Parkinson, la maladie d’Alzheimer, la maladie d’Huntington, mais aussi dans des
maladies de désordre métabolique comme la fibrose du foie, 1’obésité, le diabéte de
type 2, la résistance a 1’insuline (Hidvegi et al., 2010; Yang, S. et al., 2012; Figure
2.3). Au niveau du cceur, une régulation déficiente des processus autophagiques cause
des problémes graves tels que I’hypertension, 1’insuffisance cardiaque, 1’hypertrophie
cardiaque et des 1ésions liées a la reperfusion ischémique (Nakai et al., 2007). De
plus, comme 1’autophagie participe a I’élimination des pathogénes intracellulaires
(bactéries, virus, parasites, etc.), sa dérégulation entraine une baisse de 1’immunité
innée de méme qu’une prédisposition a étre atteint par la maladie de Crohn (Virgin et
Levine. 2009). Enfin, la dérégulation de 1’autophagie est aussi associée au cancer.
Toutefois, son implication a été caractérisée comme une lame a double tranchant, car

elle induit a la fois des mécanismes pro-tumoraux (oncogénes) et anti-tumoraux
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(genes suppresseurs de tumeurs) dépendamment du stade de progression du cancer et

dans quel contexte il survient (White et DiPaola. 2009).
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Figure 2.3 L’implication de I’autophagie dans différentes pathologies. Lorsque
les voies de signalisation ou les protéines qui régulent 1’autophagie sont défectueuses,
mutées ou absentes, cela peut entrainer un arrét du recyclage des composantes
intracellulaires non-fonctionnelles, une accumulation de protéines mal-repliées et
d’importants désordres métaboliques. A 1’opposé, la fine régulation de 1’autophagie
peut aussi contribuer a certaines pathologies en dégradant les constituants cellulaires,
voire méme la cellule au complet, si elle est trop affectée pour survivre. Adaptée de
(Homma et al., 2011).
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24  Autophagie et cancer

L’évolution des thérapies anti-cancer, combinée a I’essor des connaissances reliées au
phénotype de résistance, ont permis de découvrir que les cellules cancéreuses, et en
particulier les glioblastomes, sont capables de s’adapter a2 un environnement
métabolique stressant en employant plusieurs moyens de défense hautement
efficaces, dont 1’autophagie (Goldsmith et al., 2014). En fait, les différentes
évidences scientifiques démontrent que 1’autophagie aurait un double réle au niveau
du cancer (promotion de la tumeur et suppression de la tumeur) et dépendrait du type
de cancer, du contexte et de stade de progression (Thorburn ef al., 2014; Figure 2.4).
D’ailleurs, plusieurs molécules utilisées dans les essais cliniques (Everolimus,
Rapamycine, Erlotinib, Chloroquine (CQ) et Hydroxychloroquine (HCQ) et dans les
thérapies anti-cancer actuelles (Bevacizumab (Avastin) et Témozolomide (TMZ) sont
reconnues comme étant d’excellents inducteurs et inhibiteurs de I’autophagie (Avalos
et al., 2014; Fung et al, 2012; Hu, Y. L. et al, 2012; Natsumeda et al., 2011,
Thomson et al., 2009; Townsend et al., 2012). Néanmoins, les réponses trés variables

et les cas de résistance face a ces traitements démontrent bien que les connaissances

actuelles sur la régulation de 1’autophagie ne sont pas complétement a jour.
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Figure 2.4 L’induction de I’autophagie dans le cancer : Une lame a double-
tranchant. A) Dans les cellules cancéreuses ol I’autophagie est fonctionnelle,
I’induction de I’autophagie par I’hypoxie permet une croissance tumorale soutenue.
B) Dans les cellules cancéreuses ol 1’autophagie est déficiente, 1’induction de
I’autophagie par I’hypoxie entraine une accumulation de mitochondries
endommaggées, ce qui méne a un arrét de la croissance tumorale et a une atrophie de
la tumeur due a une augmentation de la mort cellulaire. Adaptée de (White. 2012).
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2.4.1 Induction et régulation de I’autophagie dans le cancer

Bien que le role de I’autophagie dans le cancer est un sujet d’actualité, elle est encore
trés loin d’étre couverte en raison du nombre important de protéines et de voies de
signalisation qui la régulent. De plus, il existe aussi d’autres facteurs, tels que les
roles pro- et anti-autophagiques méconnus de certaines protéines appartenant a
d’autres processus cellulaires tels que la caspase-8, la caspase-3, la B-cell
CLL/Lymphoma 2 (BCL-2), la BCL-2/Adenovirus E1B 19 kDa interacting protein 3
(BNIP3) (et les autres protéines de type BH3-only), la protéine kinase-1 associée a la
mort (DAPK1) et la protéine inhibitrice de 1'apoptose li€e au chromosome X, qui
influencent sa régulation et qui font en sorte qu’il est difficile de statuer sur les
bénéfices et les inconvénients de celle-ci (Betin et Lane. 2009; Galluzzi et al., 2015;
Wirawan et al., 2010). De plus, diverses études ont inféré que 1’autophagie serait a la
fois un mécanisme protecteur (permettant la survie cellulaire) et un mécanisme de
mort cellulaire (mort cellulaire programmeée de type II) (Chen, N. et Karantza. 2011;
Debnath et al., 2005; Levy et Thorburn. 2011). Finalement, pour ajouter un autre
niveau de complexité, certains régulateurs de 1’autophagie, tels que le transducteur du
signal et activateur de la transcription 3 (STAT3), le facteur inductible par I’hypoxie
la (HIF-10), le récepteur a I’estrogene B (ERB) et le facteur de transcription GATA4
peuvent €tre associ€s a la fois a la tumorigenese et a la suppression de la tumeur
(Guido et al., 2012; Kobayashi et al., 2010; Kroemer et al., 2010; Pietrocola et al.,
2013; Yang, Z. et al., 2014). Dans les cellules cancéreuses, la régulation de
I’autophagie s’effectue via une panoplie d’acteurs moléculaires (protéines et voies de
signalisation) qui, grdce a leur activation ou leur inhibition, permettent le
déclenchement d’une cascade d’événements signalétiques menant a la survie ou a la

mort par autophagie (Nagelkerke et al., 2015).
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Une des voies de signalisation les plus importantes pour le contrdle de I’induction de
I’autophagie est sans contredit la voie PI3K/AKT/mTOR. En phosphorylant le
phosphatidylinositol 4,5 bisphosphate (PIP2) en phosphatidylinositol 3,4,5
triphosphate (PIP3), PI3K induit I’activation de la kinase dépendante du
phosphoinositide 1 (PDK1) qui, a son tour, phosphoryle la protéine kinase B (AKT).
Cette derniére va ensuite activer le complexe mTORC1 en phosphorylant PRAS40
(proline-rich Akt/PKB substrate 40 kDa) (Sini et al., 2010). Fait intéressant, AKT
peut aussi réprimer 1’autophagie de deux facons : soit en phosphorylant le facteur de
transcription Forkhead box 3 (FOXO3) entrainant une diminution de 1’expression des
genes ATG, soit en inhibant la dimérisation des « Tuberous sclerosis proteins » 1 et 2
(TSC1/2), ce qui permet 1’activation de Rheb (Ras homolog enriched in brain) et du
complexe mTORC1 (Brunet et al., 1999; Zhou et al., 2009). Par ailleurs, il existe une
autre kinase qui se retrouve en amont du complexe mTORCI et qui compétitionne
avec AKT. Il s’agit de la protéine kinase activée par 1’adénosine monophosphate
(AMP) (AMPK). Celle-ci active I’autophagie en phosphorylant Raptor, ce qui
désactive le complexe mTORCI1 (Gwinn et al., 2008). Elle induit aussi 1’autophagie
en phosphorylant directement ULK1 (Kim, J. et al., 2011). Elle exerce méme un
contrble positif sur TSC1/2 pour permettre l’inactivation de Rheb et induire

I’autophagie par la répression de mTORCI (Kaper et al., 2006).

Il existe aussi d’autres familles de protéines qui sont impliquées dans la régulation de
1’autophagie, telles que les protéines kinases activées par les mitogenes (MAPK) et
les protéines faisant partie de la « Unfolded protein response ». En effet, les trois
kinases faisant partie de la famille des MAPK, c-Jun N-terminale (JNK), régulée par
un signal extracellulaire (ERK) et p38, ont toutes des fonctions particulieres qui leur
permettent d’influencer les processus autophagiques. JNK est capable d’activer
I’autophagie en phosphorylant BCL-2, I’empéchant de se lier a Beclin-1, mais aussi
en induisant directement 1’expression d’ATGS et de pS3 (Byun et al., 2009; Park, K.
J.etal, 2009)._ERK1/2 (p44/p42), qui se retrouve en aval d’une voie de signalisation
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bien connue au niveau du cancer (RAS/MEK/ERK), participe a I’activation de
|’autophagie en phosphorylant la protéine d’interaction Ga (GAIP) et en inhibant le
complexe mTORC1 (Cagnol et Chambard. 2010; Maddodi et al., 2010). En ce qui
concerne la kinase p38, plusieurs études ont démontré qu’elle joue un réle particulier
dans la régulation de 1’autophagie selon le type cellulaire et I’inducteur qui est utilisé,
mais aussi selon I’isoforme de p38 qui est analysé. En effet, il a été¢ démontré que la
kinase p38 posseéde quatre isoformes (a, B, y et 8) et que la p38a pouvait induire
I’autophagie en réduisant les niveaux d’ATP intracellulaires, ce qui active les
mécanismes AMPK dépendants (Matrone et al., 2010). De plus, la participation de
p38 est requise lorsque le glucose ou la génération d’espéces réactives de 1’oxygéne
(ROS) sont utilisés comme inducteurs de 1’autophagie (Liu et al., 2009; Moruno-
Manchon et al., 2013). Par contre, I’inhibition de p38 par un petit ARN interférant
(ARNi) ou par le SB202190, un inhibiteur pharmacologique de p38, induit
1’autophagie chez certains types cellulaires (Comes et al., 2007). Les protéines de la
famille UPR, la kinase du réticulum endoplasmique PKR-like (Barre et Perkins.
2010), le facteur de transcription activateur 6 (ATF6) et I’enzyme requise pour
I’inositol-1 (IRE1) jouent aussi un r6le essentiel dans la régulation de 1’autophagie.
En effet, PERK active les facteurs de transcription ATF4 et CHOP/GADDI153
(C/EBP homologous protein/growth arrest and DNA damage-inducible gene 153) qui
régulent ’expression de LC3 et ATGS (Rouschop et al., 2010). Elle induit aussi
I’autophagie en régulant Beclin-1 et LC3 afin de prévenir la mort causée par le
détachement cellulaire (anoikis) (Avivar-Valderas et al., 2011). Enfin, en travaillant
de concert, ATF6 et IREl sont capables d’induire 1’autophagie en activant des
mécanismes AMPK, JNK et p38 dépendants (Choi et al., 2010; Ogata et al., 2006).

Fait intéressant, plusieurs études ont démontré que différentes protéines et voies de
signalisation importantes dans le développement tumoral, et plus précisément dans le
phénotype de résistance du glioblastome, jouent aussi un réle clé dans la régulation

de I'autophagie. En effet, ’activation des protéines HIF-1, NF-xB, p53, PTEN, c-
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MET, ¢-MYC, GSK3p et les kinases de la famille SRC ainsi que des voies de
signalisation JAK/STAT et Wnt/B-Catenin permet de réguler certains effecteurs
importants dans la régulation du processus autophagique (Nagelkerke er al., 2015).
D’abord, le facteur inductible par I’hypoxie-1 (HIF-1) contribue a 1’induction de
I’autophagie par I’hypoxie en activant plusieurs effecteurs, tels BNIP3, BNIP3L,
AMPK et REDDI1 (Bellot et al., 2009; Emerling et al., 2009; Horak er al., 2010).
Ensuite, des études ont démontré que les facteurs de transcription NF-«xB, pS53 et
STAT3 ont des actions autant pro-autophagiques qu’anti-autophagiques
dépendamment du type cellulaire étudi€ et de la localisation du facteur de
transcription. En effet, NF-xB est, a la fois, capable d’induire 1’autophagie via
I’induction du UPR et de la réprimer en activant mTOR (Djavaheri-Mergny et al.,
2006; Nivon et al., 2009). La localisation nucléaire de p53 induit I’autophagie par
I’activation des effecteurs AMPK, DRAM (Damage-regulated autophagy modulator),
BAX et PUMA (Chen, N. et Karantza. 2011). En revanche, la translocation de p53 au
niveau du cytoplasme atténue la réponse autophagique par des mécanismes encore
inconnus a ce jour (Tang, J. et al., 2015). Par rapport a STAT3, une étude démontre
que celui-ci inhibe 1’autophagie en intéragissant avec la protéine kinase R (PKR), ce
qui court-circuite la voie PRK-eIF2a qui est connue pour induire 1’autophagie (Shen
et al., 2012). Toutefois, avec 1’aide de NF-kB, STAT3 est aussi en mesure de
transcrire certains genes de la famille ATG, ce qui stimule la production de

1’autophagosome (You ez al., 2015).

D’autres effecteurs, présentés ci-haut, ont des effets unilatéraux en ce qui concerne
1’autophagie. Effectivement, PTEN et c-MYC font partie des inducteurs, tandis que c-
MET, GSK3p, les kinases de la famille SRC et la voie Wnt/B-Catenin sont du co6té
des inhibiteurs. En inhibant et en activant, respectivement, AKT et la voie UPR,
PTEN et c-MYC sont des régulateurs importants du processus autophagique (Arico et
al., 2001; Hart et al., 2012). De plus, en activant la voie PI3K/AKT/mTOR et en
modulant la protéine Endophilin B1 (BIF-1), c-MET et GSK3[3 possedent, elles aussi,
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une action répressive sur 1’autophagie (Kitajima et al., 2008; Yang, J. et al., 2010).
Enfin, la voie Wnt/B-Catenin et les kinases de la famille SRC sont cruciales pour la
régulation a la baisse de ’autophagie, car leur inhibition respective favorise d’une
part la stimulation de I’AMPK dépendante de LKB1, et d’autre part I’inactivation des
voies PI3K/AKT/mTOR et RAS/MEK/ERK (Ahn et Lee. 2011; Chang, H. W. et al.,
2013; Zheng et al., 2013).

2.4.2 Role de I’autophagie dans le cancer

Plusieurs recherches ont confirmé que 1’autophagie exerce un double rdle au sein de
plusieurs types de cancer (White. 2012; Figure 2.4). En fait, dépendamment du stade
de développement, de I’organe affecté et des caractéristiques intrinseques de la
tumeur, 1’autophagie peut étre autant bénéfique que délétere pour la cellule (White.
2012). En effet, I’induction de 1’autophagie entraine diverses conséquences cellulaires
et métaboliques (vues précédemment a la figure 2.1) qui vont affecter le
développement d’un cancer en modulant le caractére pro-tumoral ou anti-tumoral des

cellules qui y contribuent (Panda et al., 2015).

Durant le développement tumoral, les cellules cancéreuses doivent aussi étre en
mesure de déjouer les mécanismes innés de mort cellulaire pour assurer leur survie et
leur croissance cellulaire au sein de la tumeur. C’est pourquoi, elles utilisent
I’autophagie afin d’acquérir une résistance accrue au phénomene d’apoptose et, du
méme coup, diminuer leur sensibilité¢ a I’anoikis (mort cellulaire causée par le
détachement cellulaire), notamment par 1’activation de I’AMPK et la régulation des
voies de signalisation des MAPK et de PI3K/AKT (Ng, T. L. et al., 2012). Fait
intéressant, une étude in vivo réalis€ée avec des cellules cancéreuses de ’ovaire a
démontré que 1’autophagie joue aussi un réle important pendant le phénomene de

dormance. En fait, c’est le suppresseur de tumeur « Aplasia Ras homolog member I »
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(Roohbakhsh et al., 2015) qui, en activant les mécanismes pro-autophagiques, permet
aux cellules présentes dans le microenvironnement tumoral de survivre (Lu, Z. et al.,
2008). Finalement, au fur et 2 mesure que la tumeur prend de 1’expansion, 1’activation
de l'autophagie permet aux cellules tumorales de survivre en conservant un bas
niveau d’activit€ cellulaire et en utilisant les nutriments fournis par les cellules

stromales environnantes recrutées au sein de la tumeur (Goldsmith et al., 2014).

Bien qu’elle participe activement au développement tumoral, I’autophagie peut aussi
agir comme un processus anti-tumoral. En effet, comme I’autophagie occupe un réle
important dans 1’homéostasie cellulaire, elle est capable de réduire le potentiel de
croissance des tumeurs en diminuant le stress oxydatif, les dommages a I’ ADN ainsi
qu’a la mitochondrie, la nécrose et I’'inflammation mais aussi en augmentant la

sénescence et la mort cellulaire par autophagie (Panda et al., 2015; Figure 2.5).
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Figure 2.5 Roles pro- et anti-tumoraux de I’autophagie dans différents stades du
cancer. Au cours du développement tumoral, 1’autophagie agit comme une arme 2
double-tranchant pour les cellules cancéreuses, car elle affecte non seulement les
processus qui favorisent leur croissance, mais aussi ceux qui la restreignent. ATGs :
Genes relatifs a I’autophagie. Adaptée de (Panda et al., 2015).

D’abord, le stress oxydatif est un facteur majeur dans le développement d’un cancer,
car il permet de générer une production €levée en espeéces réactives de 1’oxygéne
(ROS), ce qui entraine des perturbations au niveau de la structure des organelles et
des dommages génomiques importants (Karantza-Wadsworth et al.,, 2007).
L’autophagie, et plus particulierement la mitophagie, serait donc enclenchée afin de
permettre la régulation du niveau intracellulaire des ROS en dégradant les
mitochondries endommagées et les aggrégats protéiques. Cette dégradation
protéosomale est possible grace a la PTEN-Induced putative kinase 1 (PINK1) et a la
E3 ligase parkin (PARK2) qui agissent de concert afin de permettre 1’ubiquitination

des membranes externes des mitochondries (Fujiwara et al., 2008). Ensuite, en ce qui
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concerne les dommages a I’ADN et a la mitochondrie, les études démontrent que
I’inhibition de I’autophagie entrainent plusieurs conséquences importantes telles que
I’instabilit¢ chromosomique (cassures de double brin d’ADN, anomalies
centrosomiques et augmentation du contenu génomique), la génération de ROS et la
diminution de ’efficacité des mécanismes de réparation de I’ADN (Mathew, R. et al.,
2007). C’est pourquoi, les cellules déficientes en autophagie ont une probabilité plus
élévée de contribuer a la formation de la tumeur, puisqu’elles sont résistantes aux
processus anti-tumoraux orchestrés par 1’autophagie. La nécrose et 1’inflammation
font aussi partie des processus cellulaires qui sont atténués par 1’autophagie. En effet,
plusieurs études ont démontré que lorsque les cellules sont en état de stress cellulaire
(hypoxie, manque de nutriments, etc.), I’autophagie joue un r6le anti-tumoral en
limitant la mort nécrotique des cellules qui sont résistantes a 1’apoptose, en réduisant
I’inflammation au sein de la tumeur et en diminuant la capacité migratoire des
cellules pro-inflammatoires (lymphocytes T, macrophages, etc.), ce qui entraine une
baisse du stress métabolique et un arrét de la croissance tumorale (Degenhardt e al.,
2006; DeNardo et al., 2009). En plus de restreindre les processus cellulaires
favorisant la tumorigénése, 1’autophagie participe aussi a 1’induction de la sénescence
cellulaire, c’est-a-dire un arrét complet et irréversible du cycle cellulaire menant a
une baisse importante de la prolifération des cellules (Deschenes-Simard et al., 2014).
En effet, il a ét€é démontré que la sénescence induite par les oncogénes et les
dommages a I’ADN est principalement médiée par ATGS et ATG7, puisque
lorsqu’elles sont réprimées, les cellules échappent plus facilement a la sénescence
(Young et al., 2009). Par ailleurs, une étude a aussi démontré qu’un autre membre de
la famille des ATG, ULK3, est capable d’induire a la fois I’autophagie et la
sénescence (Young et al., 2009). Finalement, lorsque le stress devient trop important,
certaines cellules ne sont plus capables de survivre et meurent grice a une
suractivation de 1’autophagie qui dégrade entierement leur contenu cellulaire, ce
qu’on appelle « la mort cellulaire programmée de type II » ou mort cellulaire par

autophagie (Morselli et al., 2011).
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Par ailleurs, de récentes études ont démontré I’impact des modifications
épigénétiques sur la régulation de 1’autophagie dans le cancer (Suva et al., 2013). En
effet, dans divers cancers, I’hyperméthylation de I’ADN freine la transcription de
plusieurs génes suppresseurs de tumeur (TSGs) qui régulent 1’autophagie, tels que
protocadherin 17 (PCDH17), SRY (sex determining region Y)-box 1 (SOXI),
Klotho, Beclinl (BECN1) et argininosuccinate synthetase-1 (ASS1) favorisant ainsi
la tumorigénese (Delage et al., 2012; Hu, X. et al., 2013; Li, K. K. et al., 2013; Li, Z.
et al., 2010; Xie et al., 2013). De plus, la régulation de 1’autophagie est aussi affectée
par les différentes modifications post-traductionnelles, telles que la méthylation,
’acétylation, la phosphorylation et 1’ubiquitination que subissent les histones (van
Engeland et al., 2011). En contrdlant 1’activité des histones, les enzymes responsables
de leur modification telles que les histones acétyltransférases (HATSs), les histones
déacétylases (HDACsS) et les histones méthyltransférases (HMTs) jouent un réle clé
dans la régulation de 1’autophagie, ce qui influence le développement tumoral
(Fullgrabe et al., 2013; Lee, 1. H. et Finkel. 2009; Li, Z. et Zhu. 2014; Sebti et al.,
2014; Yi et al., 2012).

Finalement, une recherche exhaustive de la littérature nous démontre qu’il existe
plusieurs acteurs moléculaires ayant ét€é mis en é&vidence pour leurs rdles
prépondérants dans la régulation de I’autophagie, mais aussi dans le développement
des glioblastomes multiformes. Parmi ceux-ci, une famille de protéines, largement
caractérisée pour leur rdle dans le remodelage de la matrice extracellulaire, s’est
démarquée dans les dernieres années puisque dix de ses membres ont fait 1’objet
d’études comparatives entre leurs expressions/fonctions et leur impact sur les

processus autophagiques. Ce sont les métalloprotéases matricielles (MMPs).



CHAPITRE III

LES METALLOPROTEASES MATRICIELLES

3.1 La matrice extracellulaire

La matrice extracellulaire (MEC) est une infrastructure tissulaire trés bien organisée
et complexe constituée par un ensemble de biomolécules sécrétées dans les espaces
intercellulaires afin de créer un réseau reliant ainsi toutes les cellules entre elles
menant a la formation des tissus (Kim, S. H. ez al.,, 2011). Elle est composée de
plusieurs protéines, structurales ou non, qui sont impliquées dans une multitude de
processus physiologiques, tels que la migration cellulaire, la prolifération cellulaire,
la différenciation cellulaire et méme la cicatrisation et 1’angiogenése (Lu, P. et al.,
2012). Celles-ci sont constamment renouvelées en fonction du processus biologique
qui est mis en branle créant ainsi un remodelage dynamique de la MEC (Larsen et al.,
2006). De récentes é€tudes ont démontré I’importance de la régulation des
composantes de la MEC, notamment au niveau du vieillissement, ce qui en fait
maintenant une cible de prédilection surtout dans les cas de guérison et de
régénération tissulaire (Kular et al., 2014). Les principaux constituants que 1’on
retrouve dans la MEC sont le collagéne, 1’élastine, la fibronectine, la laminine, la
tenascine, 1’acide hyaluronique, mais aussi les intégrines, les facteurs de croissance,
les protéoglycanes et les métalloprotéases matricielles (MMPs) (Bosman et

Stamenkovic. 2003).
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3.2  Les propriétés et caractéristiques des MMPs

Les meétalloprotéases matricielles ont €t€ caractérisées comme étant des acteurs
essentiels dans I’homéostasie de la MEC. Ces endopeptidases zinc-dépendantes sont
divisées en plusieurs familles et sont répertoriées selon les substrats qu’elles
dégradent (Singh, D. et al., 2015). Celles-ci possédent des structures complexes
composées de plusieurs domaines qui leur confeérent un emplacement et des fonctions
particulieres (Apte et Parks. 2015). De plus, les MMPs jouent des rdles importants au
niveau de plusieurs processus physiologiques importants tels que 1’angiogenése et le
développement embryonnaire (Annabi ef al., 2002b). Par contre, lorsqu’elles sont
exprimées a la hausse, les MMPs peuvent exercer leurs fonctions dans plusieurs
pathologies telles que les cardiomyopathies, la cirrhose du foie, 1’athérosclérose, les
maladies neuroinflammatoires et, bien sfir, le cancer (Amalinei et al., 2010).
Malheureusement, les MMPs sont tres difficiles & cibler puisqu’elles possédent, a la
fois, des propriétés communes et des propriétés spécifiques selon le type de substrat
et de protéines qu’elles peuvent lier ou cliver, leur localisation et leur régulation

(Klein et Bischoff. 2011; Li, Y. et al., 2006).

3.2.1 Structure et activation des MMPs

Selon la base de données MEROPS, les MMPs sont classées dans la sous-famille des
matrixines et plus précisément dans la famille des métalloprotéases zinc-dépendantes
M10 (Nagase et al., 2006; Rawlings et al., 2014). Au nombre de 24 isoformes, les
MMPs sont représentées en catégories distinctes : les stromélysines, les collagénases,
les matrilysines, les gé€latinases, les convertases activables (membranaires et solubles)
et les autres MMPs (Sternlicht et Werb. 2001; Figure 3.1). De fagon générale, les
MMPs posseédent, au minimum, les deux domaines suivants, soit le propeptide et le

domaine catalytique. Le propeptide est un domaine conservé de 80 acides aminés qui
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contient une séquence PRCXXPD, dont une cystéine cruciale pour le maintien de la
latence des MMPs sécrétées (Velasco et al., 1999). De plus, chaque MMP posséde un
domaine  catalytique  contenant trois  résidus  histidines = conservés
(HEXXHXXGXXH), ce qui leur permet de lier les substrats se présentant dans la
pochette enzymatique (Ra et Parks. 2007). Par ailleurs, le domaine catalytique de
toutes les collagénases comportent trois acides aminés importants pour la liaison et le
clivage des différents types de collagéne, soit une tyrosine (Y), un acide aspartique
(D) et une glycine (G) (Overall et Lopez-Otin. 2002). De plus, toutes les MMPs,
exceptées MMP-7, MMP-23 (A et B) et MMP-26, sont dotées d’une région charniére
riche en proline et d’un domaine hémopexine C-terminal, formé d’une structure en
hélice a quatre pales dont chaque pale est composé de quatre feuillets-f antiparalleles
et d’une hélice-a. Ce domaine est d’ailleurs important pour le clivage de certains
types de collagene (Bode. 1995). Plus spécifiquement, les gélatinases (MMP-2 et
MMP-9) possedent trois motifs fibronectine de type II dans leur domaine catalytique,
ce qui facilitent leur liaison a la gélatine et au collageéne (Bode et al., 1999). De plus,
certaines MMPs (MMP-14, MMP-15, MMP-16 et MMP-24) possédent un domaine
transmembranaire ainsi qu’un domaine cytoplasmique, tandis que d’autres MMPs
(MMP-17 et MMP-25) ont une extension C-terminale hydrophobique qui agit comme
un signal d’ancrage glycosylphosphatidylinositol (Massova et al., 1998). Par ailleurs,
méme si la plupart des MMPs solubles sont secrétées a 1’extérieur des cellules, des
études ont démontré que certaines MMPs (MMP-1, MMP-2 et MMP-11) sont aussi
exprimées A D’intérieur des cellules et pourraient agir comme des régulateurs
protéiques intracellulaires (Kwan et al., 2004; Limb et al., 2005; Luo, D. et al.,
2002).



MMPs archétypes
Collagénases
Collagénase-1 (MMP-1)
Collagénase-2 (MMP-8)
Collagénase-3 (MMP-13)

Se— W

ey

YDG

Stromélysines
Stromélysine-1 (MMP-3)
Stromélysine-2 (MMP-10)

-'—7-—-4‘ ' 1
— T ——
Autres MMPs
Métalloélastases

(MMP-12, MMP-19)
Enamélysine (MMP-20)

Gélatinases

Gélatinase-A (MMP-2)
Gélatinase-B (MMP-9)
—]—_-'"r ™7

MMPs convertases activables

Stromélysine-3 (MMP-11})
Enamélysine (MMP-21)
Epilysine (MMP-28)

v — b

Associées a la membrane
MT1-MMP (MMP-14)
MT2-MMP (MMP-15)
MT3-MMP (MMP-16)
MT5-MMP (MMP-24)

49

Cystéine-MMPs ___,_ﬂ_' PR e,
(MMP-22, MMP-27) ! " S -y
MT4-MMP (MMP-17)
—-—,—&h MT6-MMP (MMP-25)
k77 moles . .
- .
Matrilysine-1 (MMP-7) MMP-23A
Matrilysine-2 (MMP-26) MMP-23B
- E : = - !
DPeptide signal nbomamecatalyttque ] E] cA
mPropeptide =Région charniére D ™I [:] Domaine Ig-like
: Site de divage (convertases) m Domaine hémopexine m GPI
[T modutes fibronectine de type 1t =Domainede fiaison & la membrane (] Domaine cytoplasmique

Figure 3.1 Représentation de la structure des 24 métalloprotéases matricielles
(MMPs) humaines classées par famille. Les 4 familles représentées sont: les
MMPs archétypes, les Matrilysines, les Gélatinases et les MMPs convertases
activables. Celles-ci sont classées en fonction des domaines qu’elles possédent. (TM,
Transmembranaire; GPI, Glycosylphosphatidylinositol; CA, Cysteine-Array; Ig,
Immunoglobuline). Adaptée de (Overall et Lopez-Otin. 2002).
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Les MMPs sont produites a 1’état de zymogene, c’est-a-dire qu’elles sont inactives.
Cet état est créé grice a une cystéine conservée, se retrouvant dans le domaine
propeptide de chaque MMP, qui interagit avec I'ion Zn®* situé dans la pochette
enzymatique de leur domaine catalytique (Tallant et al., 2010). En fait, tout ceci est
contr6lé par le résidu glutamate se retrouvant dans la séquence du domaine
catalytique mentionnée plus-haut. Il permet 1’activation d’une molécule d’H,O lié a
I'ion Zinc (Zn**), fournissant ainsi un nucléophile capable de cliver les liens
peptidiques et de modifier la cystéine en cystéine-thiol, ce qui stabilise 1’interaction
entre cette derniere et 1’ion zinc (Ra et Parks. 2007). Pour étre activées, les proMMPs
doivent absolument procéder a 1’élimination de I’interaction thiol-Zn** (aussi appelé
« cysteine-switch »). Pour ce faire, trois mécanismes peuvent &tre utilisés: 1) le
clivage du domaine propeptide par une autre protéase; 2) la réduction du thiol par des
oxydants ou des agents non-physiologiques tels que les agents alkylants, les ions
métalliques lourds et les composés disulfurés; 3) la perturbation allostérique du

zymogene (Ra et Parks. 2007).

La méthode classique d’activation des proMMPs est sans contredit le clivage du
domaine propeptide. Plusieurs protéases sont connues pour effectuer ce clivage.
Parmi celles-ci, notons la furine, les MMPs actives et les protéases a serine, telles que
la plasmine, la kallikréine et les chymases des mastocytes (famille MCP) (Janssens et
Lijnen. 2006; Saunders et al., 2005; Tchougounova et al., 2005; Thomas, G. JI. et al.,
2002). La furine est une protéase de la famille des proprotéines converstases
subtilisin-like (SPC) présente dans le réseau trans-golgien qui reconnait et clive les
séquences RXKR et RRKR situées entre les domaines propeptide et catalytique des
proMMPs, ce qui, de facto, permet leur activation (Bassi et al., 2000). Ensuite, de
nombreuses études ont démontré que les MMPs actives sont elles-méme capables de
cliver le domaine propeptide de leurs consoeurs. En effet, malgré le fait que toutes les

études aient ét€ réalisées dans des modeles in vitro, 8 MMPs (1, 2, 3, 7, 10, 14, 15 et
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16) ont été€ en mesure de cliver d’autres MMPs qui étaient sous leur forme latente
(Imai et al., 1995; Nagase et al., 2006; Saunders et al., 2005). Par ailleurs, il existe
d’autres protéases capables d’activer les MMPs latentes. En effet, des études in vivo
ont démontré que I’activateur du plasminogéne de type urokinase (U-PA) permet la
conversion du plasminogene en plasmine et active les proMMPs 3, 9, 12 et 13
(Carmeliet et al., 1997). De plus, les chymases des mastocytes contribuent aussi a
I’activation de plusieurs MMPs latentes, car Tchougounova et collégues ont noté une
diminution de I’activation des gélatinases MMP-2 et MMP-9 chez les souris mast cell

chymase—4'/ B (MCP-4'/ ) (Tchougounova et al., 2005).

Les agents oxydants sécrétés par les cellules du syst¢éme immunitaire, telles que les
leucocytes, participent aussi a la régulation de la balance activation/inactivation des
MMPs en oxydant les thiols du domaine propeptide d’'une MMP (Siwik et Colucci.
2004). Ce dernier est ensuite clivé de maniére autolytique en modifiant les acides
amin€s importants pour ’activité catalytique de cette MMP (Siwik et Colucci. 2004).
En fait, plusieurs études ont démontré que les ROS peuvent conduire a I’activation
des proMMPs. Par exemple, I’acide hypochloreux (HOCI) et le peroxynitrate
induisent le clivage autolytique et subséquemment 1’activation des proMMPs-1, -2, -7
et -9 (Fu, X. et al.,, 2001; Okamoto et al., 1997). Par ailleurs, d’autres agents
chimiques, tels que le dodécylsulfate de sodium (SDS) et [’acétate 4-
aminophénylmercurique (Partridge et al., 2012), peuvent entrainer le « cysteine

switch » (Klein et Bischoff. 2011).

Les proMMPs peuvent aussi €tre activées de par leur interaction avec des
composantes de la MEC, telles que les protéoglycanes ou les intégrines (Brezillon et
al., 2013). En effet, des études ont démontré que certaines chaines
glycosaminoglycanes (GAG) comme les chaines héparan sulfates (HS) et chondroitin
sulfates (CS) régulent 1’activité catalytique de certaines protéases présentes dans la

MEC telles que la thrombine, I’antithrombine III, le facteur Xa, la tryptase, la
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chymase et la cathepsin B, ce qui provoque un clivage protéolytique des proMMPs et
mene a leur activation (Almeida, P. C. et al., 2001; Capila et Linhardt. 2002; Hallgren
et al., 2000; Winberg et al., 2003). Finalement, les proMMPs peuvent aussi subir des
modifications post-traductionnelles, ce qui entraine un changement conformationnel
du zymogene et facilite sa conversion en état actif. Ainsi, cette perturbation
allostérique permet aux proMMPs de s’activer elles-méme en retirant leur domaine

propeptide par clivage autolytique (Ra et Parks. 2007).

3.2.2 Régulation des MMPs

Afin de maintenir I’homéostasie tissulaire intacte, il existe aussi des mécanismes
permettant de contrdler le niveau d’expression des MMPs activées. En fait, la
régulation de ’activité et de I’expression des MMPs s’effectuent de trois manieres
distinctes : 1) la modulation de 1’expression génique; 2) la compartimentalisation et

3) I’inhibition par des inhibiteurs protéiques naturels.

D’abord, il est important de préciser que la majorité des MMPs ne sont pas transcrites
de fagon constitutive. En effet, la transcription de la plupart des MMPs nécessite une
stimulation de la part de divers facteurs externes, tels que les cytokines pro-
inflammatoires, les hormones et certains facteurs de croissance (EGFR, TGF-B, TNF-
a et I'IL-1B) (Tallant et al., 2010). De plus, des études ont démontré que des
molécules bioactives peuvent aussi participer a la transcription de certaines MMPs.
Ainsi, la prostaglandine E2 (PGE2) et les lipoprotéines de faible densité (LLDL)
oxydées induisent a la hausse la transcription des MMPs-1, -2, -9 et -14, et des MMP-
1 et -9, respectivement (Alfranca et al., 2008; Huang, Y. et al., 1999; Ito et al., 2004,
Kim, K. W. et al., 2005; Xu, X. P. et al, 1999; Yen et al., 2011). Par ailleurs,
certaines  conditions du  micro-environnement  cellulaire, telles que

I’hypoxie/réoxygénation et 1’hyperglycémie peuvent moduler a la hausse ou a la
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baisse le niveau de transcription des MMPs (Ben-Yosef et al., 2002; Tsai et al.,
2013). Toutefois, il est important de rappeler que I’activité transcriptionnelle des
MMPs est gérée par I’activité des divers facteurs de transcription (TFs) qui possédent
un domaine de liaison figurant dans les régions promotrices des diverses MMPs.
Ainsi, plusieurs TFs, telles que les protéines activatrices 1 et 2 (AP1 et AP2), NF-xB,
la famille ETS, le facteur de cellule-T 4 (TCF4), la protéine a doigt de zinc associée a
CAS (Azad et al., 2008), p53, le « Core-binding factor Al » (CBFAl), I’élément
inhibiteur du TGF-f (TIE) et I’élément riche en AG, peuvent réguler 2 la hausse et a
la baisse I’expression de certaines MMPs (Benderdour et al., 2002; Crawford et al.,
2001; Nakamoto et al, 2000; Overall et Lopez-Otin. 2002). En plus de ces
régulateurs, des études récentes ont inféré qu’il existe d’autres mécanismes de
régulation des MMPs qui seraient plus complexes. En effet, il ne faut pas sous-
estimer les polymorphismes des promoteurs, les mécanismes de régulation
épigénétiques et les processus post-transcriptionnels affectant la stabilité de I’ ARNm,
I’efficacité de la traduction protéique et la régulation par les microARNSs (Chen, K. C.
etal., 2011; Chou et al., 2013; Labrie et St-Pierre. 2013; Yan et Boyd. 2007; Zhang,
B.etal., 1999).

La compartimentalisation est un autre élément important qui permet de contrbler
I’expression et I’activité des MMPs. Pour bien fonctionner, les MMPs possédent des
mécanismes de sécrétion spécifiques qui leur permettent de réguler leur localisation
péricellulaire (Ra et Parks. 2007). Outre les MMPs de type membranaire (MT-
MMPs), certaines MMPs se lient avec des molécules présentes dans la membrane
cellulaire qui, a leur tour, lient leurs substrats. C’est le cas, notamment, de la MMP-2
avec I’intégrine o,f3, de la MMP-1 avec ’intégrine a,f;, de la MMP-9 avec CD44 et
de la MMP-7 avec des protéoglycanes a la surface; avec CD151 et avec le cholestérol
(Brooks et al., 1996; Dumin et al., 2001; Shiomi et al., 2005; Stricker et al., 2001:
Yamamoto et al., 2006; Yu, Q. et Stamenkovic. 2000; Yu, W. H. et al., 2002). En

fait, il a été suggéré que ces diverses molécules agissent comme des protéines
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d’ancrage qui permettent de stabiliser les proMMPs a la membrane et de changer leur
conformation tridimensionnelle, ce qui a pour effet de briser le lien cystéine-Zn?*-
thiol et de les activer (Shiomi et al., 2005). De plus, selon cette méme étude, les
proMMPs auraient tendance a s’activer lorsqu’elles sont en présence de leurs
substrats, car la seule fagon de détecter la MMP-7 active, c’est lorsque la proMMP-7
est incubée avec la transférrine carboxyméthylée, un substrat de prédilection in vitro

(Shiomi et al., 2005).

Enfin, lorsque les MMPs actives sont sécrétées dans 1’espace extracellulaire ou
ancrées a la membrane plasmique, leur activité peut aussi étre controlée par des
inhibiteurs naturels présents a la surface ou dans ’espace extracellulaire, tels que
I’a2-macroglobuline (02-M), les quatres membres de la famille des inhibiteurs
tissulaires des métalloprotéases (TIMPs) et d’autres protéines ayant des fonctions
inhibitrices (Nagase et al., 2006). L’a2-M, une glycoprotéine de 725 kDa contenant
quatre sous-unités identiques de 180 kDa, permet de recycler les MMPs actives en les
engoufrant dans sa macroglobuline, ce qui déclenche un processus d’endocytose
médié, entre autres, par le récepteur rélié aux lipoprotéines de faible densité-1 (LRP-
1) (Strickland et al., 1990). En ce qui concerne les TIMPs, ceux-ci exercent leur
inhibition en formant des complexes 1:1 avec les MMPs actives, ce qui entraine leur
inactivation (Brew et Nagase. 2010). De plus, plusieurs études ont démontré que les
TIMPs ont une sélectivité et une spécificité trés différentes. Par exemple, TIMP-1
inhibe tres difficilement les MMPs membranaires de type-1, -3, -5 et la MMP-19,
tandis que TIMP-2 et TIMP-3 le font efficacement. La nécessité des TIMPs a aussi
été étudiée et les résultats ont démontré, de fagcon impressionnante, que I’invalidation
génique de TIMP-1 (TIMP-17) ou de TIMP-2 (TIMP-27") n’affecte en rien les
processus physiologiques de la souris, car celles-ci ne présentent aucun signe
anormal. Par contre, les souris null pour TIMP-3 (TIMP-3'/') ont montré des

dommages alv€olaires importants ainsi qu’une forte augmentation de I’apoptose dans
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les cellules épithéliales mammaires lorsque celles-ci étaient sevrées (Fata et al., 2001;

Leco et al., 2001).

Par ailleurs, des études ont permis d’identifier plusieurs protéines qui pourraient aussi
agir comme inhibiteur naturel de certaines MMPs. Ainsi, la MMP-2 serait inhibée
par la protéine précurseure P-amyloide, le « procollagen C-terminal proteinase
enhancer » (PCPE), la protéine « Reversion-inducing cysteine-rich protein
with kazal motifs » (RECK) et le tissue factor pathway inhibitor-2 (Tfpi-2) (Herman
et al., 2001; Higashi et Miyazaki. 2003; Mott et al., 2000; Oh et al., 2001). De plus,
RECK et Tfpi-2 seraient aussi capables d’inhiber les MMPs-9 et 14, et la MMP-1,
respectivement (Herman et al., 2001; Oh et al., 2001). Finalement, des études ont
aussi révélé que le domaine NC1 du collagéne de type IV ainsi que le domaine de
liaison a la laminine de 1’agrin pourraient agir comme inhibiteur non-sélectif des
MMPs, car leur structure ressemble étrangement a celles des différents membres de la
famille des TIMPs (Petitclerc et al., 2000; Stetefeld et al., 2001). Toutefois, les
mécanismes moléculaires li€s a I’inhibition des MMPs par ces protéines ne sont pas

bien connus ou sont controversés (Du et al., 2003; Murphy et Nagase. 2008).

3.2.3 Fonctions des MMPs

Etant donné la grande variabilité ainsi que le nombre important des MMPs, nous
sommes en droit d’imaginer que celles-ci sont présentes dans un grand nombre de
processus biologiques. En fait, lors de la découverte des MMPs, les scientifiques ont
pensé que celles-ci n’étaient utiles que dans la dégradation et le renouvellement des
constituants de la MEC (Murphy et Nagase. 2008). Cependant, on sait aujourd’hui
que les MMPs occupent un réle central dans I’homéostasie cellulaire en agissant de
plusieurs facons (dégradation de récepteurs, clivage de biomolécules menant a la

création de chémo-attractant et méme clivage de protéines clés dans certains
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processus cellulaires) (Butler et Overall. 2009). Au cours des vingt derni¢res années,
des études ont démontré que les MMPs sont indispensables pour le bon
fonctionnement de plusieurs fonctions physiologiques, telles que 1’embryogénése, la
cicatrisation, le développement osseux et I’apoptose, mais elles sont aussi impliquées

dans de nombreuses maladies (Klein et Bischoff. 2011; Tableau 3.1).
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Tableau 3.1 Implications des métalloprotéases matricielles (MMPs) dans
diverses pathologies. Plusieurs études ont été réalisées dans le but de corréler
I’expression des MMPs et les pathologies énumérées ci-dessous. Pour ce faire, des
mesures d’expression protéique des différentes MMPs ont été prises chez des patients
souffrant de ces pathologies. De plus, des souris KO pour certaines MMPs ont
démontré leur importance dans la protection de ces mémes maladies. Le tableau
résumé donc 1’ensemble des données recueillies chez I’'Homme et chez la souris.
Créer a partir de (Klein et Bischoff. 2011); (Amalinei et al., 2010) et (Vargova et al.,
2012).

Pathologies MMPs impliquées
Athérosclérose 12880 SLOESIS
Resténose 2,3,9et 14
Problemes Hypertension 1,2¢et9
cardiaques
Arrét cardiaque 1,2,3,8,9,13et 14
Anévrisme 2,9,11,12et 14
Hypertension artérielle pulmonaire 2,9, 12et 13
g Emphyseéme et
Pr oblen3es Bronchite chronique (COPD) L, 24iG; SRS BL 1
pulmonaires
Asthme 2,3,8,9et 14
Fibrose pulmonaire idiopathique (IPF) 126D
Arthrite rhumatoide 1,3et 13
Problémes e
rhumatiques Lupus érythémateux disséminé 2et9
Sclérose systémique 3et9
Alzheimer 3
Coes 1280, i B, 8, Fi A2,
Autres 13, 14, 15, 16, 17, 24 et 25
BROHIEIES Diabate 2,9, 14 et 24
Hyperkératose 1
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Comme il a ét€ mentionné€ ci-haut, les MMPs sont au coeur de nombreux processus
physiologiques grice a leurs habiletés a dégrader un grand nombre de récepteurs
et/ou protéines faisant partie de la MEC. Ainsi, I’activation de plusieurs voies de
signalisation dépend de ces derniéres. Par exemple, lors d’une blessure, le processus
de cicatrisation nécessite grandement le soutien de plusieurs MMPs. En effet, des
études ont démontré que la répression des MMPs 1, 3, 7, 10 et 11 entrainait des
désordres importants au niveau de la réparation tissulaire (Fray et al., 2003; Klein et
Bischoff. 2011; Salmela er al., 2004). De plus, en clivant le collagene de type Il et le
protéoglycan Aggrecan, deux composantes majeures du cartilage, les MMPs 9 et 13
exercent un grand r6le au niveau du développement osseux (Klein et Bischoff. 2011;
Leeman et al., 2002; Vu et al., 1998). Ensuite, des études ont démontré que lorsque
les MMPs 2, 7, 8, 9, 10 et 12 sont inhibées, cela occasionne de graves problémes au
niveau de la migration cellulaire dfi a8 un manque de chimioattractants et a2 une baisse
de la dégradation des composantes situées dans la membrane basale, telles que la
laminine-5 (Klein et Bischoff. 2011; Krampert et al., 2004). Les MMPs sont aussi
utilisées dans la régulation (2 la hausse comme a la baisse) de 1’angiogenése.
Plusieurs études ont effectivement démontré que les MMPs 2, 9, 12 et 15 peuvent : 1)
relarguer une forme active du VEGF, 2) générer des structures tubulaires et 3)
dégrader le plasminogene afin de permettre la libération d’angiostatine (Houghton et
al., 2006; Klein et Bischoff. 2011; Lafleur et al., 2002). Par ailleurs, la MMP-8 a été
démontré comme étant un acteur principal dans la reconstruction et le remodelage de
la paroi utérine aprés 1’accouchement (Balbin ez al., 1998). De plus, durant le cycle
de reproduction chez la femme, les MMPs 9 et 11 seraient 2 la base de 1’implantation
de I’embryon dans 1’utérus, mais aussi dans la remodelage de 1’endomeétre (Dubois et
al., 2000). Finalement, des études ont montré, via des expériences in vitro et de souris
KO, que les MMPs possédent aussi d’importantes fonctions au niveau de la
régulation de plusieurs autres processus physiologiques, tels que 1’apoptose (MMPs
3, 11 et 15), I'adipogénése (MMP-11), la transition épithélio-mésenchymateuse
(MMPs 3 et 7) et I’immunité jnnée (MMP-7) (Klein et Bischoff. 2011).
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33 MTI-MMP

La MT1-MMP, aussi appelée MMP14, est une proté€ine de 60 kDa faisant partie de la
famille des MMPs membranaires grice a son domaine transmembranaire (Overall et
Lopez-Otin. 2002). Elle est encodée par une seule copie génique localisée sur le
chromosome 14. Elle est la pionniére de son groupe, car elle a ét€é découverte la
premiére en 1994. Depuis ce temps, la MT1-MMP est devenue la MMP la plus
étudiée et la plus caractérisée puisqu’elle se retrouve dans plusieurs types cellulaires
et qu’elle est fortement exprimée dans plusieurs cancers (Itoh et Seiki. 2006). Elle est
d’ailleurs la MMP qui posseéde le plus grand nombre de substrats affectant ainsi de
nombreux signaux tant extracellulaires qu’intracellulaires, ce qui en fait une cible
thérapeutique de choix (Barbolina et Stack. 2008). Malgré tout, plusieurs inhibiteurs
sélectifs de MMPI14 ont été développés et montraient des effets thérapeutiques
prometteurs, mais les résultats cliniques ont été désastreux. De plus, la génération de
souris KO pour MT1-MMP (MT1-MMP™") ont permis de découvrir que celle-ci est
bien plus qu’une simple collagénase. En fait, son absence entraine des défauts
majeurs au niveau cranio-facial, de I’arthrite, de 1I’ostéopénie, de la fibrose des tissus
mous, du nanisme et de la mort prématurée, tandis que sa surexpression confere des
propriétés tumorigéniques aux cellules saines en périphérie de la tumeur (Holmbeck
et al., 1999; Soulie et al., 2005). Ces études démontrent donc que la régulation de
I’expression de MT1-MMP est essentielle aussi bien au niveau physiologique que

pathologique.

3.3.1 Activation et régulation

Les mécanismes qui régulent I’expression membranaire et 1’activité de MT1-MMP
sont complexes. En effet, pour étre active a la membrane, la MT1-MMP doit, suite a

sa production dans le réticulum endoplasmique rugueux (RER), subir un clivage
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protéolytique orchestré par la furine et/ou les proprotéines convertases (PCs)
ressemblant a la furine (Pei et Weiss. 1995). En fait, le mécanisme d’activation de
MTI1-MMP s’effectue en deux €tapes. La premiere étape consiste a cliver les deux
régions appats du domaine propeptide de MT1-MMP qui sont caractérisées par deux
lysines situées en position 50 et 61, respectivement (Strongin. 2010). La deuxiéme
étape fait intervenir un autre clivage protéolytique dépendant de la furine. Cette fois-
ci, c’est la séquence inhibitrice R'®RKR""! (représentée par le site de clivage par les
convertases dans la figure 3.3) qui est retirée laissant place au domaine catalytique N-

terminal débutant par une tyrosine (Y''?) (Yana et Weiss. 2000).

Outre les mécanismes d’activation de la MT1-MMP, sa régulation au niveau génique
et protéique joue aussi un grand rdle dans le niveau d’expression de celle-ci.
D’ailleurs, il existe de nombreux effecteurs capables de réguler I’expression et
I’activité de MTI1-MMP tels que des facteurs de transcription, des protéines

intracellulaires, des protéines membranaires ainsi que des microARNs (Itoh. 2015).

D’emblée, il est important de mentionner qu’il existe plus d’une dizaine de facteurs
de transcription possédant au moins un site de liaison sur le promoteur du géne de
MMP14 (Haas et al., 1999; Overall et Lopez-Otin. 2002). Par contre, les études
répertoriées démontrent que les facteurs de transcription NF-xB, EGR1, PEA3, SP1
et C/EBP ont un réel impact sur 1’expression génique de MT1-MMP (Overall et
Lopez-Otin. 2002; Figure 3.2). En effet, il a ét€ démontré que le collagéne ainsi que
v-src induisent MT1-MMP en activant EGR1 et SP1, respectivement (Cha et al.,
2000; Haas et al., 1999). Ensuite, Cowden Dahl et collégues ont prouvé que ’EGFR
induit une forte accumulation de PEA3 au niveau du noyau, ce qui conduit aussi a
une augmentation de 1’expression génique de MT1-MMP (Cowden Dahl e al., 2007).
Plus récemment, une étude a démontré que I’'IL-1B est capable d’induire C/EBP, ce
qui active la transcription de MT1-MMP et ainsi augmente son expression génique

(Petrella et Vincenti. 2012). Finalement, il a ét€é démontré dans plusieurs mode¢les
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cellulaires que NF-xB participe également a 1’augmentation de 1’expression génique
de MT1-MMP par le biais d’une induction au TNF-a (Roy et al, 2013). Fait
intéressant, bien qu’il ne posséde aucun site de liaison sur le promoteur de MT1-
MMP, SNAIL, un facteur de transcription ayant un role important dans la régulation
de la transition épithélio-mésenchymateuse (TEM), exercerait aussi un contrdle sur

I’expression de MT1-MMP (Qin et al., 2015).

\ ‘\\ /\ :
NF_<B| C/EBP (\C/EBP)@M pEA?’/iPEA?(C/EBP)(C/EBFDEMp\rMMP’14

Figure 3.2 Eléments de régulation dans le promoteur du géne MMP-14 humain
(MT1-MMP). Parmi tous les facteurs de transcription ayant au moins un site de
liaison sur le promoteur du géne de MMP14, ceux qui ont démontré un réel impact
sur I’expression génique de MT1-MMP ont €t€ schématisé€s dans la figure. (NF-«B,
Nuclear Factor Kappa B; C/EBP, CCAAT/enhcancer binding protein; EGR1, Early
growth response protein-1). *Les facteurs de transcription PEA3 et SP1 n’ont pas de
noms spécifiques. Adaptée de (Overall et Lopez-Otin. 2002).

Un autre facteur influengant 1’expression et I’activité de MT1-MMP est la régulation
par les protéines cytoplasmiques. En effet, de récentes études ont démontré que le
niveau d’expression de certaines protéines affecte celle de MT1-MMP. Par exemple,
lorsqu’on réprime I’expression génique d’ADAMI2, on note une réduction de
I’expression membranaire de MT1-MMP (Albrechtsen et al., 2013). Par contre,
lorsqu’on surexprime ADAMI12, on remarque une hausse significative de
I’expression de MT1-MMP & la membrane, mais aussi de son activité (Albrechtsen et
al., 2013). De plus, le transport vésiculaire de MT1-MMP influence aussi son
expression membranaire ainsi que son activit€. Des études ont effectivement
démontré que les Rab GTPases 5a, 8a et 14 sont particuliérement importantes pour le
transport de MT1-MMP vers les podosomes (Wiesner et al., 2013). D’autres
protéines participant aux processus endocytiques et contrblant le recyclage des

protéines membranaires, comme les clathrines et les cavéolines, peuvent aussi
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influencer 1’expression et I’activité de MT1-MMP (Jiang et al., 2001; Uekita et al.,
2001). Dr’ailleurs, il a ét€ démontré que la palmitoylation de la cystéine en position
574 du domaine cytoplasmique de MTI-MMP est une modification post-
traductionnelle importante pour son endocytose par la voie dépendante de la clathrine
(Anilkumar et al., 2005). Fait intéressant, Itoh et collegues ont démontré que la
dimérisation de MT1-MMP, processus clé dans ’activation de la proMMP-2 (voir
figure 3.4), est contrdlée par les Rho GTPases Cdc42 et Racl (Itoh et al., 2011). Par
ailleurs, une étude a révél€ que des exosomes caractérisés par les protéines TSG101
et CD29 (Intégrine 1) seraient a la base d’un mécanisme de recyclage permettant a
MTI1-MMP de retourner a la membrane apres avoir été internalis€é (Hakulinen et al.,
2008). Enfin, de récentes études ont démontré que YB-1, NEDD9-Arf6, Wnt, CLIC3,
N-WASP, Glil et Aquaporin-3 (AQP-3) font aussi partie des protéines
intracellulaires participant a la régulation de I’expression de MT1-MMP (Liao et al.,
2009; Liu et al., 2014; Loskutov et al., 2015; Lovett et al., 2010; Macpherson et al.,
2014; Xu, H. et al, 2011; Yu, X. et al, 2012). Cependant, les mécanismes

moléculaires sont trés peu caractérisés a ce jour.

En plus des protéines intracellulaires, plusieurs études ont prouvé que la présence de
certaines protéines et/ou récepteurs membranaires affecte aussi 1’expression et/ou
I’activité de MT1-MMP. Pour débuter, Miyamori et collegues ont démontré que les
claudins (1, 2, 3 et 5), tout comme les TIMPs, diminuent I’activité de MT1-MMP en
se liant 2 son domaine catalytique (Miyamori et al., 2001). Un autre groupe de
recherche a découvert que la lumican a elle aussi un effet répresseur sur MT1-MMP
en liant son domaine catalytique (Pietraszek et al., 2014). A 1’opposé, CD44 a été
démontré comme étant un récepteur favorisant I’expression et ’activit€é de MT]1-
MMP dans les lamellipodes en se liant a2 son domaine hémopexine (Mori et al.,
2002). Récemment, une étude a inféré que le complexe FAK-p130Cas était capable
d’interagir avec MT1-MMP, ce qui permettait de la maintenir activée et ainsi de

dégrader la MEC présente dans les adhérences focales (Wang, Y. et McNiven. 2012).
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De plus, une étude datant de 2009 a démontré une forte corrélation entre 1’Endo180,
un récepteur de 1’endocytose du collagéne, et ’activité catalytique de MT1-MMP
(Messaritou et al., 2009). Toutefois, aucun mécanisme n’a été€ trouvé depuis.
Finalement, il existe aussi des récepteurs qui, lorsqu’ils sont liés a leurs ligands,
enclenchent une cascade d’éveénements signalétiques qui mene a I’augmentation ou la
diminution de I’expression de MT1-MMP. Parmi ceux-ci, notons I’ERa, récepteur du
17B-estradiol (E2), ’EP4, récepteur de la prostaglandine E2 (PGE2) et le TLR-2,
récepteur de plusieurs molécules pro-inflammatoires (Bouris ez al., 2015; Kassem et
al., 2014; Vinnakota et al., 2013). Par ailleurs, il est important de mentionner que
plusieurs agents pharmacologiques tels que les esters de phorbol, la concanavaline-A
et I’As4O¢ (TAO) sont utilisés depuis quelques années pour induire ou pour moduler
I’expression de MT1-MMP (Gwak et al., 2014; Park, J. M. et al., 2007, Sina et al.,
2010).

Enfin, il existe une autre famille de biomolécules capables de moduler 1’expression de
MT1-MMP, les microARNs (MiARNS). En fait, depuis la découverte et 1’émergence
des MiARNSs, plusieurs études ont démontré leur impact dans une panoplie de
processus cellulaires, affectant de nombreuses protéines et voies de signalisation
(Bandres et al., 2007). Ainsi, diverses études montrent que plus d’une quinzaine de
MiARN:Ss affectent non seulement 1’expression génique de MT1-MMP, mais aussi son
expression protéique. Parmi eux, se retrouvent les MiARNs 9 (Zhang, H. ef al,
2012), 10b (Nakayama et al., 2013), 34a (Jia et al., 2014), 133a (Akanuma et al.,
2014), 200 (Soubani et al., 2012), 335 (Rojas et al., 2015), 337-3p (Xiang et al.,
2015b) et 584-5p (Xiang et al., 2015a).
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3.3.2 Fonctions de MT1-MMP

Etant donné que MT1-MMP est exprimée dans un large éventail de tissus et types
cellulaires, il est normal que celle-ci posséde de nombreuses fonctions (Itoh. 2015).
De plus, les diverses études démontrant la capacité que possede MT1-MMP a lier un
ligand (protéine membranaire, cytoplasmique ou récepteur) et a le cliver n’ont fait
qu’allonger la liste, déja longue, des fonctions de MT1-MMP. Comme il a été
mentionné dans le début de la section 3.3, les souris KO pour MT1-MMP ont montré
différentes anomalies physiques qui témoignent de I’importance fonctionnelle de

cette MMP (Holmbeck et al., 1999).

Comme on peut le voir sur la figure 3.3, MT1-MMP posseéde plusieurs domaines qui
jouent des réles importants au niveau de la protéolyse de certaines biomolécules, mais
aussi dans la régulation de la signalisation extra- et intracellulaire. Les trois domaines
les plus importants sont vraisemblablement le catalytique (CA), I’hémopexine (Hpx)

et le cytoplasmique (CT).
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MT1-MMP Roles et Fonctions

Domaine

Propopiide - Dégradation de la MEC
-Angiogenése (physiologique et tumorale)
Dosrinite g - Protéolyse de nombreux récepteurs membranaires
: ~—————p | (CD44, LRP-1, Syndecan-1et 4, )
catalytique - Protéolyse de nombreuses protéines de la MEC
(Collagéne, Fibronectine, laminine-5, Cadhérines,...)
-Activation d'autres MMPs (MMP-2, MMP-13)
Région
charniére

- Liaison au Collagéne de type|
= | - Dimérisation de MT1-MMP
- Liaison aux récepteurs membranaires (CD44,..))

Domaine
hémopexine

Domaine Membrane
transmembranaire plasmique -Interaction avec des protéines cytoplasmiques
(p130Cas, MTCBP-1, GRASP55, FIH-1,
Domaine I p-Cavéoline-1, gC1gR, Palladin, AP2, LAMTORT)
cytoplasmique -Régulation de l'intemnalisation de MT1-MMP
- Formation d'oligoméres
- Régulation de la migration cellulaire

Figure 3.3 Structure de MT1-MMP et roles/fonctions de ses domaines
catalytiques, hémopexine et cytoplasmique. La structure du zymogéne de MT]I-
MMP (60 kDa) comporte six domaines bien distincts. La séquence RRKR représente
le site de clivage par les proprotéines convertases (PCs). Une fois le domaine
propeptide retiré (111 acides aminés), la MT1-MMP activée (55 kDa) peut exécuter
ses fonctions extra- et intracellulaires. Les fonctions des domaines CA, Hpx et CT
sont énumérées dans les encadrés a droite et les informations proviennent des
différentes études mentionnées dans les sous-sections 3.3.2 et 3.3.3. Adaptée de
(Koziol et al., 2012).

Les fonctions occupées par le domaine catalytique de MT1-MMP sont plut6t d’ordre
protéolytique, comme en témoignent les nombreuses études qui ont été faites sur sa
capacité a dégrader la MEC, ses composantes ainsi que plusieurs récepteurs et autres
protéines membranaires. Tout d’abord, une des premiéres molécules caractérisée
comme étant une cible du domaine CA de MT1-MMP est la proMMP-2 (Itoh et al.,

2001). D’ailleurs, le mécanisme d’activation de cette MMP a été le sujet de recherche
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de nombreux chercheurs et le modele le plus accepté est présenté dans la figure 3.4
(Itoh. 2015). Ensuite, il a ét€ démontré que MT1-MMP est en mesure de cliver et de
dégrader ADAMSO, une métalloprotéase qui régule la signaiisation de FGFR2
(récepteur du facteur de croissance fibroblastique 2) (Chan et al., 2012). Une autre
MMP sensible a I’action du domaine CA de MT1-MMP est la proMMP-13. Méme si
son mécanisme d’activation n’est pas trés bien connu, il semble que celui-ci
n’implique pas TIMP-2, comme pour la proMMP-2 (Knauper et al., 2002). En plus
de certaines métalloprotéases, MT1-MMP clive aussi plusieurs biomolécules
présentes a la membrane plasmique ou dans la MEC. Ainsi, il a été démontré que
MTI1-MMP clive la chaine y2 de la laminine-5, ce qui a pour effet de reldcher un
fragment ressemblant a ’EGF qui, en se liant au récepteur de I’EGF (EGFR), active
la motilité cellulaire (Gilles et al., 2001; Schenk et al., 2003). Ensuite, une étude a
démontré que MT1-MMP clive la partie N-terminale du domaine de liaison de
I’héparine du facteur de croissance HB-EGF, ce qui promouvoit le caractére invasif
des cellules en créant un facteur de croissance indépendant de I’héparine (Koshikawa
et al., 2010). De plus, depuis des années, MT 1-MMP a souvent fait le titre des articles
scientifiques ot il €tait question de migration cellulaire. Les protéines membranaires
telles que CD44 (un récepteur a I’acide hyaluronique), Syndecan-1 et Syndecan-4
(deux protéoglycans possédant des chaines héparan-sulfates), 1’intégrine oV et
ICAM-1 (Intracellular adhesion molecule-1) sont toutes des cibles du domaine CA de
MTI1-MMP et leur protéolyse entraine effectivement une hausse de la migration
cellulaire (Deryugina et al., 2002; Endo et al., 2003; Kajita et al., 2001; Manon-
Jensen et al., 2013; Sithu et al., 2007).

L’angiogenese fait aussi partie des processus cellulaires auxquels MT1-MMP prend
part en stimulant I’expression de VEGF-A et en dégradant des composantes
péricellulaires de la MEC (Chun et al., 2004; Hiraoka et al., 1998; Sounni et al.,
2002). Le domaine CA de MT1-MMP est aussi responsable du clivage de la protéine
multifonctiopnellc gClqR et de LRP-1 (Low density lipoprotein receptor (LDLR)-
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related protein-1), un récepteur responsable de I’endocytose d’une panoplie de
ligands, tels que les thrombospondines 1 et 2, 1I’a2-macroglobuline (a2-M), I'u-PA et
le t-PA (Rozanov et al., 2002; Rozanov et al., 2004). Le domaine CA de MT1-MMP
est aussi impliqué dans la régulation de la transition épithélio-mésenchymateuse
(TEM) ainsi que l’inflammation, puisque cette MMP est capable de cliver les
cadhérines N et E, mais aussi la cytokine proTNF-a et la chimiokine IL-8 (Barbolina
et Stack. 2008; Tam et al., 2004). Finalement, en dégradant la fibronectine et le delta-
like 1 (DII-1), un ligand de Notch, la portion catalytique de MT1-MMP a aussi un
impact dans la régulation de la voie de signalisation Notch ainsi que dans la fusion

myoblastique (Jin, G. et al., 2011; Ohtake et al., 2006).

ETAPE 1 ETAPE 2 ETAPE 4 ETAPE 5
MT1-MMP

Expressionde Formation etactivation La MT1-MMP libre

Dimérisation de

MT1-MMP 4 fa N du complexe formé par A Activation de ta MMP-2
membrane sous i oy ledimeére de MT1- b e ey et relarguage dela

o f d aux domaines P TIMP-2 et! propeptide dela MMP-2 active

g T Hpx et TM M T e proMMP-2 i

monomeére proMMP-2

Figure 3.4 Mécanisme d’activation de la proMMP-2. Lors des deux premieres
étapes du mécanisme d’activation de la proMMP-2, deux molécules de MT1-MMP
doivent nécessairement €tre ancrées a la membrane plasmique pour se dimériser via
leurs domaines hémopexine (Hpx) et transmembranaire (TM). Lors de la troisieme
étape, il y a formation d’un complexe ternaire entre le dimeére de MT1-MMP, la
protéine TIMP-2 et la forme latente de MMP-2 (ProMMP-2). Ensuite, la MT1-MMP
libre clive le prodomaine de la proMMP-2 a I’aide de son domaine catalytique actif,
ce qui entraine I’activation de la MMP-2. Enfin, la MMP-2 active est relarguée dans
la matrice extracellulaire. (Zn, Zinc). Adaptée de (Itoh. 2015).
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En ce qui concerne les domaines hémopexine (Hpx) et cytoplasmique (CT), ce sont
eux qui s’occupent des diverses fonctions non-protéolytiques de MTI1-MMP.
Essentiellement, la seule fonction importante du domaine Hpx est de stabiliser et de
faciliter le clivage de récepteurs, tels que CD44 et le collagéne (Suenaga et al., 2005).
De plus, des études ont démontré que le domaine Hpx doit se lier au domaine Hpx
d’une autre MT1-MMP pour procéder a I’activation de la proMMP-2 (Tochowicz et
al., 2011). Par ailleurs, il est aussi responsable du renouvellement protéique de MT1-

MMP (Toth et al., 2002).

3.3.3 Le domaine cytoplasmique et ses protéines d’interaction

Depuis sa découverte, MT1-MMP a été énormément étudi€ pour ses domaines
catalytique et hémopexine, car ceux-ci occupent des rbles centraux dans une panoplie
de processus tant physiologiques que pathologiques. Les mécanismes moléculaires
décrivant les fonctions extracellulaires de MT1-MMP ont d’ailleurs été le titre de
nombreux articles scientifiques et sont encore aujourd’hui trés primés. Par contre,
comme les essais cliniques utilisant des inhibiteurs ciblant spécifiquement le domaine
catalytique de MT1-MMP ont donné lieu a des résultats assez modestes, au début des
années 2000, les chercheurs ont commencé 2 s’intéresser au petit domaine
cytoplasmique de MTI1-MMP. En effet, les 20 acides aminés de la queue
cytoplasmique de MT 1-MMP ont fait I’objet de nombreuses études, notamment en ce
qui concerne sa régulation a la membrane (internalisation/recyclage), la formation
d’oligomeres, la migration cellulaire, mais aussi dans l’induction de voies de
signalisation, telles que ERK (Galvez et al., 2004; Gingras et al., 2001; Lehti et al.,
2002; Uekita et al., 2001). Donc, comme il possede de nombreuses fonctions
intracellulaires, le domaine cytoplasmique de MT1-MMP est devenu une cible
thérapeutique primée et certains groupes de recherche en ont profit€ pour voir s’il

était possible de réguler ces fonctions griace a des protéines adaptatrices dont le mode
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d’action serait d’interagir avec ce dernier (Uekita et al., 2001). Pour ce faire,
plusieurs techniques permettant de confirmer I’interaction entre deux protéines, telles
que le Yeast two hybrid (Y2H), le GST pull-down, la co-immunoprécipitation (Co-
IP) ont ét€ utilisées et ont démontré qu’il existe pas moins d’une dizaine de protéines
pouvant lier le domaine cytoplasmique de MT1-MMP. (Figure 3.3) Cependant, il est
important de noter que toutes ces protéines n’ont aucune ressemblance au niveau de

leur structure, ce qui complexifie la découverte de nouveaux ligands.

Parmi les protéines d’interaction connues pour avoir une liaison avec le domaine
cytoplasmique de MT1-MMP, il y a la sous-unité 2 de la protéine adaptatrice AP2
(Uekita et al., 2001). Celle-ci est d’ailleurs importante pour le recyclage de MT1-
MMP dans les vésicules pourvues de clathrines. Ensuite, d’autres études ont
démontré que pl30Cas ainsi que la forme phosphorylée de la Cavéoline-1 (p-
cavéoline-1) sont aussi des ligands de la portion intracellulaire de MT1-MMP
(Gingras et al., 2008; Labrecque et al., 2004). Une étude a démontré que LAMTORI1
(p27RF-Rho) interagissait aussi avec le domaine cytoplasmique de MT1-MMP afin
de contrdler 1’activation de RhoA (Hoshino et al, 2009). De plus, Rozanov et
collegues ont démontré que le domaine cytoplasmique de MT1-MMP pouvait aussi
lier la protéine gC1qR, un régulateur de la compartimentalisation cellulaire (Rozanov
et al., 2002). De surcroit, MTCBP-1 (MT1-MMP cytoplasmic tail binding protein-1)
fait aussi partie du groupe des protéines pouvant lier la portion cytoplasmique de
MTI1-MMP (Uekita et al., 2004). Récemment, plusieurs études ont montré que les
protéines FIH-1 (Facteur inhibant HIF-1), GRASP55 (Golgi reasembly stacking
protein 55) et palladin (cytoskeletal associated protein) pouvaient aussi lier le
domaine cytoplasmique de MT1-MMP (Roghi et al., 2010; Sakamoto et Seiki. 2010;
von Nandelstadh et al., 2014).



CHAPITRE IV

PROJET DE RECHERCHE

4.1  Problématique

Encore aujourd’hui, les glioblastomes font partie des cancers les plus difficiles a
éradiquer a cause de leur grande capacité a résister et survivre aux sources intenses de
stress (Belda-Iniesta et al., 2006). En effet, le traitement le plus efficace disponible a
ce jour est I’administration du témozolomide (TMZ) couplée & la radiothérapie.
Malheureusement, a cause des différents mécanismes de résistance des glioblastomes,
celui-ci ne prolonge la vie des patients que de deux ans tout au plus (Johannessen et
Bjerkvig. 2012). En fait, comme ces mécanismes sont complexes, peu caractérisés et
mettent en branle une quantité phénoménale de protéines et de voies de signalisation,
le ciblage thérapeutique n’est donc pas spécifique et entraine souvent des effets
secondaires importants (Alexandru-Abrams et al., 2014). De plus, le faible taux de
survie est une indication claire de 1’absence de biomarqueurs fiables et a comme
conséquence un diagnostic tardif de la maladie. 1l est donc impératif d’expandre nos
connaissances envers la régulation des mécanismes de résistance ainsi que sur les

acteurs moléculaires qui sont a la base de ceux-ci.

Un nouveau processus cellulaire s’est vu attribuer un réle important au sein de
plusieurs pathologies, incluant le cancer. Celui-ci, nommé autophagie, est trés en
vogue depuis le début des années 2000 et a permis de mieux comprendre comment
les cellules peuvent survivre en cas de stress, qu’il soit de type endogeéne ou exogeéne
(Karsli-Uzunbas et al., 2014; Li, L. et al., 2015). Méme si les mécanismes

d’induction et de régulation de 1’autophagie sont relativement bien caractérisés au
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niveau physiologique et dans certaines maladies telles que les dysfonctions
cardiaques, le diabete et les maladies neurogénératives, ils ne le sont pas dans les
glioblastomes (Barlow et Thomas. 2015; Gonzalez-Polo et al., 2015; Pillai et al.,
2014). En effet, avec le peu d’évidences disponibles dans la littérature, il devient
opportun de vérifier I’'impact qu’a I’autophagie dans les mécanismes de résistance des
glioblastomes et de voir comment ce processus pourrait €tre ciblé a des fins

thérapeutiques.

Par ailleurs, en raison de leur forte présence au sein des tumeurs cérébrales de haut
grade, les MMPs ont également fait 1’objet de plusieurs études fondamentales et ont
mené a la création de quelques dizaines d’inhibiteurs ciblant leurs fonctions
catalytiques (Folgueras et al., 2004). Les études cliniques ne donnant que des
résultats décevants, les chercheurs ont dii se resigner a élucider les fonctions
potentielles des autres domaines des MMPs. De plus, les MT-MMPs sont devenues
de plus en plus une cible thérapeutique de choix dii au fait qu’elles interagissent avec
des protéines membranaires et aussi qu’elles posseédent, pour la plupart, un domaine
cytoplasmique peu documenté. Ainsi, les diverses recherches sur le domaine
hémopexine et sur le domaine cytoplasmique de MT1-MMP ont donné lieu a
d’intéressantes découvertes (Basu et al., 2012; Nyalendo et al., 2007). En effet, en
plus de son r6le important dans 1’induction de la migration, dans son auto-régulation
et dans I’induction de la nécrose, celle-ci est en mesure de se lier a des protéines
intracellulaires via son domaine cytoplasmique (Currie et al., 2007; Gingras et al.,
2001; Uekita et al., 2001). Il est donc primordial de déterminer quelles sont les
fonctions exercées par le domaine cytoplasmique de MTI-MMP dans les
glioblastomes ainsi que de comprendre comment les protéines qui interagissent avec
ce dernier peuvent influencer la régulation de ces fonctions. La caractérisation de ces
nouvelles fonctions et de la relation entre le domaine cytoplasmique de MT1-MMP et

ses protéines d’interaction nous permettra ainsi de développer de nouvelles approches

thérapeutiques.



72

4.2  Hypothéses de travail

Depuis quelques années, les recherches entourant le domaine cytoplasmique de MT1-
MMP ont donné lieu a des découvertes phénoménales. En effet, la découverte de ses
nouvelles fonctions non-protéolytiques telles que 1’induction de plusieurs voies de
signalisation, la régulation de divers processus physiologiques et pathologiques et
I’interaction avec des protéines intracellulaires laissent place maintenant a la
caractérisation de nouveaux mécanismes moléculaires et de nouvelles fonctions qui
pourraient en partie expliquer le phénotype radio- et chimiorésistant des
glioblastomes. De plus, de nombreuses études portant sur la régulation de
I’autophagie dans divers types de cancer ont conclu qu’il pouvait y avoir une
corrélation avec le niveau d’expression de certaines MMPs. Par contre, aucune étude
n’a fait la démonstration que 1’autophagie pouvait €tre régulée par une MMP. Ainsi,

la premiere hypothése que nous émettons est la suivante :

Hypothese #1: Le domaine cytoplasmique de MTI1-MMP signale

I’induction de I’autophagie dans les cellules de glioblastomes humains.
Ensuite, considérant que l’autophagie est régulée par de nombreuses voies de
signalisation et qu’elle implique plusieurs protéines effectrices telles que BNIP3,
I’'implication de MT1-MMP dans ce processus cellulaire nécessite une caractérisation
des mécanismes moléculaires sous-jacents. Considérant que des études ont établi une
corrélation entre I’expression de BNIP3 et la phosphorylation de STAT3 (Akla et al.,

2012; Bulcao et al., 2010), la deuxieme hypothese que nous émettons est la suivante :

Hypothése #2: Le domaine cytoplasmique de MT1-MMP induit une
cascade de transduction de signaux impliquant la voie JAK2-STAT3 qui
mene a ’induction de BNIP3 dans les glioblastomes humains.

Finalement, I’identification de protéines ayant la capacité d’interagir avec le domaine

cytoplasmique de MT1-MMP a permis d’envisager la possibilité d’interférer dans ses

fonctions non-protéolytiques et ainsi jouer sur sa contribution dans le potentiel invasif
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et agressif des glioblastomes. Par conséquent, la derniére hypotheése que nous

émettons est la suivante :

Hypothese #3 : MTCBP-1 régule I’autophagie signalée par MT1-MMP en
interagissant avec son domaine cytoplasmique.

4.3  Objectifs de recherche

En premier lieu, nous allons étudier I’'impact de MT1-MMP, et plus particuli€rement
son domaine cytoplasmique, sur I’induction de 1’autophagie et de ses biomarqueurs
par la Concanavaline-A dans les cellules de glioblastome multiforme humain (U87).
Comme la ConA est reconnue dans la littérature pour induire a la fois I’autophagie
(Chang et al., 2007), mais aussi I’expression génique et protéique de MT1-MMP (Yu,
M. et al., 1997), cette lectine provenant du haricot sabre (Canavalia Ensiformis) sera
notre agent pharmacologique de choix. De plus, la lignée cellulaire de glioblastome
multiforme humain U87 sera utilisée parce qu’elle exprime de hauts niveaux de MT1-
MMP endogene et I’autophagie y a été trés peu documentée. En second lieu, nous
déterminerons le r6le du domaine cytoplasmique de MT1-MMP dans I’induction de
BNIP3, un biomarqueur de 1’autophagie reconnu pour étre induit par la ConA, ainsi
que le mécanisme moléculaire (I’axe de signalisation) qui est a la base de cette
induction. En dernier lieu, nous €tudierons 1’impact de MTCBP-1, une protéine trés
peu caractérisée mais reconnue pour interagir avec le domaine cytoplasmique de
MT1-MMP dans des cellules de fibrosarcome humain HT1080, sur la régulation de
I’autophagie médiée par MT1-MMP (Uekita et al., 2004). Nous allons donc utiliser
plusieurs techniques, dont le Forster Resonance Energy Transfer-Acceptor
Photobleaching (FRET-AP), la résonance plasmonique de surface et
I’'immunoprécipitation (IP), pour valider I’interaction entre MTCBP-1 et la portion
intracellulaire de MT1-MMP pour ensuite confirmer son effet sur 1’autophagie

signalée par MT1-MMP.
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5:2, Résumé

Divers essais pré-cliniques pour le développement des thérapies anti-cancer
soutiennent que la Concanavaline-A (ConA), une lectine provenant de la plante
Canavalia Ensiformis, posséde des propriétés anti-néoplasiques qui ciblent les
processus apoptotiques et autophagiques de plusieurs types de cancer. Etant donné
que la MT1-MMP, une métalloprotéase matricielle ancrée a la membrane, est une
glycoprotéine fortement exprimée dans les glioblastomes qui contribue a la
signalisation pro-apoptotique dans les cellules cancéreuses cérébrales, nous avons
investigué sur I’impact que pourrait avoir MT 1-MMP sur I’autophagie. Des 4 lectines
testées, seule la ConA, bien documentée pour lier les mannopyranosides et
glycopyranosides mais aussi pour induire I’expression de MT1-MMP, a entrainé une
hausse dans la production de vacuoles acidiques autophagiques (AVO) tel que
démontré avec le marquage a I’acridine orange. Bien que I’inhibition de la fonction
catalytique de MT1-MMP par I’ilomastat ou I’actinonine n’ait pas eu d’effet sur la
production d’AVO induite par la ConA, la répression génique de MT1-MMP a
complétement inhibé les effets de celle-ci. La surexpression de la forme compléte de
MT1-MMP (Wt-MT1-MMP) a mené a I’activation de la proMMP-2 ainsi qu’a la
production de puncta GFP-LC3, indiquant la formation d’autophagosomes, tandis que
la forme délétée du domaine cytoplasmique de MT1-MMP (ACyto-MT1-MMP) a
simplement activé la proMMP-2 signifiant que 1’induction de 1’autophagie serait
médiée par celui-ci. La ConA a entrainé une hausse de 1’expression génique de
BNIP3, ATG3, ATG12 et ATG16L1 qui étaient toute supprimées lorsque MT1-MMP
était réprimé. Enfin, les données obtenues au niveau moléculaire confirment les effets
pro-autophagiques de la ConA dans les cellules de glioblastome et réveélent une
nouvelle fonction pour MT1-MMP dans I’induction de 1’autophagie qui est souvent

caractéristique de la réponse cellulaire obtenue lors des traitements de chimiothérapie.

Mots-clés : Autophagie, MT1-MMP, Concanavaline-A, BNIP3, Glioblastome



77

5.3 Abstract

Pre-clinical trials for cancer therapeutics support the anti-neoplastic properties
of the lectin from Canavalia ensiformis (Concanavalin-A, ConA) in targeting
apoptosis and autophagy in a variety of cancer cells. Given that MT1-MMP, a plasma
membrane-anchored matrix metalloproteinase is a glycoprotein strongly expressed in
radioresistant and chemoresistant glioblastoma, mediates pro-apoptotic signalling in
brain cancer cells, we investigated whether MT1-MMP could also signal autophagy.
Among the four lectins tested, we found that the mannopyranoside/glucopyranoside-
binding ConA, which is also well documented to trigger MT1-MMP expression,
increases autophagic acidic vacuoles formation as demonstrated by Acridine Orange
cell staining. While siRNA-mediated MT1-MMP gene silencing effectively reversed
ConA-induced autophagy, inhibition of the MTI1-MMP extracellular catalytic
function with Actinonin or Ilomastat did not. Conversely, direct overexpression of the
recombinant Wt-MT1-MMP protein triggered proMMP-2 activation and GFP-LC3
puncta indicative of autophagosomes formation, while deletion of MT1-MMP’s
cytoplasmic domain disabled such autophagy induction. ConA-treated U87 cells also
showed an upregulation of BNIP3 and of autophagy-related gene members ATG3,
ATG12 and ATGI16L1, which respective inductions were reversed when MT 1-MMP
gene expression was silenced. Altogether, we provide molecular evidence supporting
the pro-autophagic mechanism of action of ConA in glioblastoma cells. We also
highlight new signal transduction functions of MT1-MMP within apoptotic and
autophagic pathways that often characterize cancer cell responses to

chemotherapeutic drugs.

Key words : Autophagy, MT1-MMP, Concanavalin-A, BNIP3, Glioblastoma
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54 Introduction

The expression level of numerous members of the matrix metalloproteinase
(MMP) family has been shown to correlate with the grade level of gliomas, including
that of the membrane type 1 (MT1)-MMP (Pagenstecher et al., 2001). Most MMPs
are produced and released outside the cell, however the MT-MMPs are anchored to
the cell membrane and a number of them possess a cytoplasmic domain recognized to
contribute to important intracellular signalling functions (Gingras et al., 2001; Li, X.
Y. et al., 2008). More importantly, glioma-associated microglia has been shown to
induce and exploit MT1-MMP expression for tumor expansion, while MT1-MMP
overexpression in the glioma cells was rather found lethal (Markovic et al., 2009).
Besides its well-known roles in the activation of proMMP-2 and in intrinsic
proteolytic activity towards extracellular matrix (ECM) molecules, many other
functions have been assigned to MT1-MMP. In recent years, fundamental new roles
of MT1-MMP have been documented in bioactive lisophospholipid signaling
(Annabi et al., 2009a), NF-xB-mediated cyclooxygenase (COX)-2 regulation (Annabi
et al., 2009c; Han et al., 2001; Sina et al., 2010), radioresistance in both glioma
(Wick et al., 2002; Wild-Bode et al., 2001) and endothelial cells (Annabi et al.,
2003a), and as a cell death sensor/effector (Belkaid et al., 2007; Currie et al., 2007;
Proulx-Bonneau et al., 2011b). More importantly, a role for MMPs in autophagic cell
death has been suggested (Augustin et al., 2009), but the exact mechanisms and their

biological significance in this process remain poorly understood.

Current conventional cancer therapies fail to mediate their effects in a target-
specific fashion (Quant et al., 2010; Sampson et al., 2011). Among the reasons, the
extremely unfavorable prognosis for patients suffering from glioblastomas was
strongly correlated to inefficient targeting of their intrinsic apoptosis resistance

phenotype. Besides apoptosis-based therapies, induction of autophagic cell death is
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becoming an alternative and emerging concept to trigger glioma cell death and to
exploit caspase-independent programmed cell death pathways for the development of
novel glioma therapies (Kogel et al., 2010). Induction of autophagic cell death may
therefore help stop tumour development and optimize cancer treatment modalities
(Ceteci et al., 2011; Chen, L. et al., 2012; Guo et al., 2011). Interestingly, recent
evidence indicates the clinically approved antibiotic minocycline, a highly lipid-
soluble antibacterial known for its superior ability to cross the blood-brain barrier, to
act as a promising new candidate for adjuvant therapy against malignant gliomas by
reducing MT1-MMP expression (Markovic et al.,, 2011). More importantly,
minocycline effectively inhibited tumor growth and induced autophagy in a xenograft
tumor model of C6 glioma cells (Liu, W. T. et al., 2011). Whether an intrinsic role

can there of be attributed to MT1-MMP in autophagy processes remains unknown.

Numerous cellular recognition processes including development,
differentiation, morphogenesis and cell migration, are regulated upon interactions
between carbohydrate-binding proteins (lectins) and cell surface oligosaccharide
moieties of glycoproteins (Kohn et al., 2004). In the present study, we used the lectin
from Canavalia ensiformis (Concanavalin-A, ConA), commonly used to trigger both
MT 1-MMP-mediated activation of latent proMMP-2 (Lafleur et al., 2006; Lin et
Levitan. 1991; Yu, M. et al., 1997; Zucker et al., 2002), and cell death events (Wild-
Bode et al., 2001). Given ConA has been shown to bear potential anti-neoplastic
properties (Lei et Chang. 2009; Li, W. W. et al., 2011), we assessed the role of MT1-
MMP in the ConA-mediated signalling of autophagy processes. We show through
structure-function studies the direct requirement of the intracellular domain of
recombinant MT1-MMP constructs in autophagy induction. Differential autophagy-
related gene arrays enabled us to further link MT1-MMP-mediated signalling to
BCL2/adenovirus E1B 19 kDa interacting protein 3 (BNIP3), and to identify
autophagy-related genes ATG3, ATG12 and ATGI16-L1 expressions among

candidates involved in the autophagic cell death of glioblastoma cells.
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5.5 Results

High cell surface mannopyranoside residues contribute to lectin-induced
autophagy. Given the documented cell death inducing potential of plant lectins (Fu,
L. L. et al., 2011), we further tested their potential to trigger autophagy. Serum-
starved U87 glioblastoma cells were treated with the following four lectins :
Canavalia ensiformis, Phaseolus max L., Arachis Hypogaea, and Triticum vulgaris,
and then stained with Acridine Orange. While chromatin staining remained
unchanged (Fig.1A, upper panels in green), we observed that significant acidic
vesicular organelles (AVO) formation (Fig.5.1A, lower panels in red) was
specifically associated with ConA (Canavalia ensiformis). Given the lectin specific
and distinctive cell surface carbohydrate moieties interaction potential (Fig.5.1B), one
can safely speculate that such autophagy induction may necessitate high mannosyl
residues, and that AVO formation correlates with autophagosome formation as
visualized through electronic microscopy of untreated and ConA-treated cells

(Fig.5.10).

Concanavalin-A  triggers proMMP-2  activation and  autophagy.
Concanavalin-A is a well-documented lectin which, through its binding to
carbohydrate moieties on cell surface glycoproteins, elicits very efficient in vitro
induction of MT1-MMP expression (Annabi et al., 2009c; Fortier et al., 2008; Sina et
al., 2010). Serum-starved U87 glioblastoma cells were therefore treated with
increasing concentrations of ConA and then stained with Acridine Orange. Pictures of
U87 treated cells were taken using fluorescent microscopy as described in the
Methods section. ConA was found to dose-dependently increase the production of
acidic vesicular organelles (Fig.5.2A). Then, proMMP-2 activation into MMP-2 was
assessed by gelatin zymography in response to increasing concentrations of ConA

(Fig.5.2B). When proMMP-2 activation (MMP-2 / proMMP-2 ratio) was plotted
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against Acridine Orange staining intensity, a positive linear correlation (r*=0.98) was
observed (Fig.5.2C). Treatment of serum-starved U87 glioblastoma cells with ConA
for up to 24 hours revealed increasing production of acidic vesicular organelles, while

no effect was observed in untreated control cells (Fig.5.2D).

Concanavalin-A-induced autophagy is independent of MT1-MMP catalytic
function. A structure-function study was next used to address whether MT1-MMP’s
catalytic domain is responsible for the ConA-induced autophagy. U87 cells were
treated with Ilomastat, a broad range MMP inhibitor known to target MT1-MMP
extracellular domain catalytic functions, or Actinonin, an aminopeptidase N/CD13
inhibitor known to target MT1-MMP-mediated proMMP-2 activation (Sina et al.,
2009) and stained with Acridine Orange. We show that Ilomastat and Actinonin were
unable to reverse the effect of ConA-induced autophagy (Fig.5.3A and B), although
both efficiently inhibited MT1-MMP-mediated proMMP-2 activation into MMP-2
(Fig.5.3C). These results suggest that MT1-MMP’s extracellular catalytic domain is

not involved in the induction of autophagy.

MTI-MMP gene silencing antagonizes Concanavalin-A-induced autophagy.
Concanavalin-A is well known to trigger autophagy (Chang et al., 2007) and MTI-
MMP expression (Yu, M. et al., 1997). In order to delineate the specific contribution
of MT1-MMP to ConA-induced autophagy, gene silencing was performed using
either a scrambled sequence of siRNA (siScrambled) or a siRNA directed against
MTI1-MMP gene expression (siMT1-MMP). We observed that serum-starved U87
glioblastoma cells treated with ConA triggered MT1-MMP gene expression in both
Mock and siScrambled conditions (Fig.5.4A). In contrast, siMT1-MMP-transfected
cells invalidated ConA’s ability to trigger MT1-MMP gene expression. MT1-MMP
gene silencing also abrogated the functional role of MT1-MMP in ConA-induced
proMMP-2 activation into MMP-2 as assessed by gelatin zymography (Fig.5.4B).

Staining for acidic vesicular organelles with Acridine Orange (Fig.5.4C) revealed that
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MT1-MMP gene silencing efficiently abrogated ConA’s ability to trigger autophagy
(Fig.5.4D). Collectively, this suggests that MT1-MMP is an important contributor to
ConA-mediated autophagy.

The intracellular domain of MTI-MMP is required to signal autophagy.
Given that MT1-MMP is important for ConA-induced autophagy and that we
excluded MT1-MMP’s extracellular domain functions, we next wished to assess the
direct contribution of MT1-MMP in autophagy induction. More specifically, design
of structure-function approaches, using recombinant MT1-MMP constructs, was
performed using cDNA encoding either full length Wt-MT1-MMP, a cytoplasmic-
deleted (A-Cyto)-MT1-MMP, or a cytoplasmic domain and transmembrane domain
(A-TM) soluble MTI1-MMP. Transient transfections were performed in U87
glioblastoma cells which were subsequently serum-starved. Acridine Orange staining
(Fig.5.5A) revealed that only the Wt-MT1-MMP overexpression enabled autophagy,
while the A-Cyto-MT1-MMP and A-TM-MT1-MMP forms had no effect (Fig.5.5B).
The respective conditioned media and cell lysates were used to validate the
overexpression and function of the overexpressed recombinant proteins. Only Wt-
MTI1-MMP and A-Cyto-MT1-MMP were able to constitutively activate proMMP-2
(Fig.5.5C, upper panel), while only the A-TM-MT1-MMP was detected in the
conditioned media (Fig.5.5C, 2™ panel). Green fluorescent protein-light chain 3
(pEGFP-LC3) puncta was also used to assess autophagosome formation. Cells were
co-transfected with a plasmid encoding pEGFP-LC3 combined to either Wt-MT1-
MMP, A-Cyto-MT1-MMP or A-TM-MT1-MMP cDNA plasmids as described above.
Significant puncta, indicative of autophagosome formation, were only observed
within cells overexpressing Wt-MT1-MMP or cells that were treated with ConA
(Fig.5.5D).
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ConA-induced autophagy triggers specific MT1-MMP-mediated autophagy
related genes. In light of the evidence that MT1-MMP contributes to ConA-mediated
autophagy, we used a gene array approach to identify ConA-induced autophagy gene
targets. Transcriptional profiling was performed and, among the 89 autophagy and
autophagosome formation-related genes (Itakura et Mizushima. 2010), we found
BNIP3, ATG3, ATG12 and ATG16L1 to be up-regulated, while ATG16L2 gene
expression was down-regulated (Fig.5.6, left panel). When ConA treatment was
performed in siMT1-MMP-transfected cells, expression of these 4 genes returned to
basal levels (Fig.5.6, right panel). Specific contribution of MT1-MMP in the
transcriptional regulation of those 4 genes was further confirmed in transfected cells.
A single cDNA amplicon was found when qRT-PCR was performed for BNIP3,
ATG3, ATGI12 and ATGI16L1 (Fig.5.7A). Only Wt-MT1-MMP enabled gene
expression increases, while the A-Cyto-MT1-MMP remained ineffective (Fig.5.7B).
In conclusion, BNIP3 and the ATG gene members 3, 12, 16L1, can therefore be

considered under MT 1-MMP-mediated transcriptional control in ConA-treated cells.
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5.6 Discussion

There is accumulating evidences implicating autophagy in cancer,
neurodegenerative diseases, infectious as well as cardiovascular diseases (Kroemer et
Levine. 2008; Mizushima et al, 2008). While the specific roles of MMP in
autophagy still remain to be unraveled, chemical modulators of autophagy such as the
selective MMP-2 inhibitor ARP101 (Jo et al., 2011), seem to offer some potential for
treatment of these diseases although the precise molecular mechanism of action
remains unknown. Interestingly, we recently reported the molecular mechanism of
action of Brefeldin-A, another well-known autophagy regulator, through
sequestration of MT1-MMP and induction of endoplasmic reticulum (ER) stress
(Proulx-Bonneau et al., 2011b). This new role of a membrane-bound MMP in
transducing Brefeldin-induced ER stress signalling is supported by the emerging data
which indicate that ER stress is also a potent inducer of macroautophagy (Matus et
al., 2008; Yin et al., 2012). It is currently debated whether such process either
enhances cell survival or commits cells to non-apoptotic death (Hoyer-Hansen et

Jaattela. 2007).

In cancer cells, induction of autophagy serves as an adaptive response that can
lead to chemoresistance mechanisms and increased cell survival (Reuter et al., 2010),
many of the features also associated to high cellular MT1-MMP levels (Trog et al.,
2006). Thus, the inhibition of autophagy combined with inducers of metabolic stress
or chemotherapeutic agents could enhance effective anticancer therapy by inhibiting
stress adaptation and increasing cell killing. Pharmacological approaches have
demonstrated that diet-derived EGCG, a polyphenol shown to trigger autophagy (Li,
W. et al., 2011) and to sensitize cells to radiation (McLaughlin et al., 2006), as well
as mTOR inhibitors such as rapamycin, can be used to increase the radiosensitivity of

glioblastoma cells by the induction of autophagy (Zhuang et al., 2009). In support to
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a possible role for MTI-MMP in intracellular transduction events regulation,
rapamycin was recently shown to upregulate MT1-MMP expression in PTEN(+/+)
cells via PI3K activity (Kim, S. et al., 2010). Tumor suppressors like Beclin-1, PTEN
and p53 are also crucial players in the induction and regulation of autophagy (Liu, J.
J. et al., 2011). Our current study in fact provides evidence that MT1-MMP’s
intracellular domain is an absolute requirement for lectin-induced autophagy. Such
evidence is further supported by the demonstration that failure of MT1-MMP to
localize at the plasma membrane trigger ER stress and abrogated COX-2 expression
(Proulx-Bonneau et al., 2011b). Induction of ER stress was also abrogated when
either MT1-MMP expression was silenced or when the mature 60 kDa form of MT1-
MMP was trapped within the ER (Proulx-Bonneau et al., 2011b). As a consequence
in tumourigenic processes, it is hypothesized that MT1-MMP may become either
active inside cancer cells prior to its presentation at the cell surface, or to transduce
some crucial signalling once anchored to the plasma membrane. Whether combined
regulation of pericellular proteolysis, and cleavage of crucial intracellular co-
compartmentalized substrate proteins also involves MT1-MMP-mediated autophagic
processes remain to be determined. Finally, lectin-targeted cell surface receptor-type
glycoproteins often induce their intracellular signaling once oligomerized (Lehti et
al., 2002; Rozanov et al., 2001). How such a phenomenon occurs in ConA-mediated
MT1-MMP intracellular signaling mechanism still remains speculative. It is thought
that MT 1-MMP glycosylation status affects its substrate targeting properties (Wu et
al., 2004) and autolysis (Remacle et al., 2006). Whether, such MT1-MMP
oligomerization occurs upon ConA treatment was however not observed in our

experimental conditions.

Generation of nutrients and energy in response to starvation or other
metabolic stress conditions is observed in tumor cells upon autophagy processes in
order to promote cell survival. In response to numerous stress conditions, autophagy

is therefore able to protect dormant cells so that to resume growth in more favorable
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conditions (Mathew, Robin e al., 2007). The diffuse infiltrative phenotype of gliomas
into normal brain tissue of patients (Stewart, L. A., 2002), combined to the recently
reported presence of glioma-initiating cells, may all be conditions that favor the
initiation and recurrence of glioblastoma (Zhuang et al, 2011). Accordingly,
autophagy was also shown to play an essential role in the regulation of glioma-
initiating cells tumorigenic potential (Zhuang et al., 2011). Given that groups
currently defining staging for neoplasms assess and incorporate measures of the
presence of apoptosis, autophagy, and necrosis (Demaria et al., 2010), this suggests
autophagy could be considered as a promising therapeutic target in specifically-
defined subsets of glioblastomas. As such, the documented anti-proliferative and anti-
tumor activities of ConA against a variety of cancer cells have been reported, where
numerous signalling axis have been shown to transduce some of its effects through
IKK-NF-kB-COX-2, SHP-2-MEK-1-ERK, and SHP-2-Ras-ERK (Li, W. W. et al,,
2011). Interestingly, evidence that MT1-MMP also activates a number of common
intracellular signal pathways including the ERK pathway, the focal adhesion kinase
(FAK), Src, RhoA/ROK, Rac and NF-«xB pathways has been reported (Takino et al.
2004; Annabi et al. 2005; Sato et al. 2005; Sounni and Noel 2005; Annabi et al.
2009b). More importantly, numerous scaffolding and intracellular signaling proteins
have also been found to be recruited and to interact with MT1-MMP’s intracellular
domain. Among others, these include gC1qR (Rozanov et al., 2002), Caveolin-1
(Labrecque et al., 2004), MTCBP-1 (Hirano et al., 2005), actin-cortactin (Artym et
al., 2006), the radixin FERM domain (Terawaki et al., 2008), 3BP2 (Proulx-Bonneau
et al., 2011a), and the adaptor protein p130Cas (Gingras et al., 2008). Although
structural evidence for the transducing impact of the S LY intracellular domain of
MT1-MMP has been provided, combined to transcriptional regulation evidence of
VEGF (Sounni et al, 2004), Smadl (Freudenberg et Chen. 2007), or tumor
suppressor Dickkopf-3 (Saeb-Parsy et al., 2008), it has yet to be further documented
on how autophagy biomarkers transcriptional regulation is performed by MT1-MMP.
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Our current data also highlight, for the first time, an MT1-MMP-mediated
transcriptional regulation of autophagy biomarkers BNIP3, ATG3, ATGI2,
ATGI6L1, ATGI6L2 upon ConA treatment. This was demonstrated indirectly
through a differential gene array approach (Fig.5.5), and confirmed directly upon
overexpression of the Wi-MT1-MMP recombinant protein (Fig.5.6). Given the recent
report that BNIP3 acts as transcriptional repressor of apoptosis-inducing factor
expression and prevents cell death in human malignant gliomas (Burton, T. R. et al.,
2009), our data further link the possible contribution of MT1-MMP to the
radioresistance and chemotherapeutic resistance index of brain tumours. In fact,
BNIP3 is expressed at high levels in solid tumors, including glioblastoma, where its
nuclear location is believed to confer a survival advantage to glioma cells (Burton, T.
R. et al., 2006). BNIP3 up-regulation under hypoxic conditions by the transcription
factor HIF-1 remains open for debate (Namas et al., 2011; Zhao, Y. et al., 2012),
although demonstrated to locate within hypoxic regions of tumours (Sowter et al.,
2001). Given the recent MT1-MMP demonstrated role in hypoxia-regulated events
(Proulx-Bonneau et Annabi. 2011; Proulx-Bonneau et al., 2011a), it becomes
tempting to assume possible similar events taking place in the MT1-MMP-mediated
regulation of BNIP3 in autophagy. Altogether, these biological findings shed light on
new perspectives of ConA as a potential anti-neoplastic agent targeting apoptosis,
autophagy and anti-angiogenesis in pre-clinical or clinical trials for cancer

therapeutics.



88

5.7 Material and methods

Materials : Protein assays were performed with the micro bicinchoninic acid
protein assay reagents (Pierce, 23235), and standard curves generated with bovine
serum albumin (BSA; Calbiochem, 2980). All lectins were purchased from Sigma-
Aldrich Canada.

Cell culture : The human U87 glioblastoma cell line (American Type Culture
Collection, HTB-14) were maintained in Eagle’s Minimum Essential Medium
(Wisent, 320-006CL) containing 10% (v/v) calf serum (HyClone Laboratories,
SH30541.03), | mM sodium pyruvate (Sigma-Aldrich Canada, P2256), 2 mM
glutamine (Gibco, 25030), 100 units/ml penicillin and 100 mg/ml streptomycin
(Wisent, 250-202-EL). Cells were incubated at 37°C with 95% air and 5% COs,.

Total RNA isolation, cDNA synthesis and real-time quantitative RT-PCR :
Total RNA was extracted from cell monolayers using TriZol reagent (Life
Technologies, 15596-018). For cDNA synthesis, 2 pg of total RNA were reverse-
transcribed using a high capacity ¢cDNA reverse transcription kit (Applied
Biosystems, 4368814). cDNA was stored at -80°C prior to PCR. Gene expression
was quantified by real-time quantitative PCR using iQ SYBR Green Supermix (Bio-
Rad, 170-8884). DNA amplification was carried out using an Icycler iQ5 (Bio-Rad)
and product detection was performed by measuring binding of the fluorescent dye
SYBR Green I to double-stranded DNA. The QuantiTect primer sets were provided
by QIAGEN : MTI-MMP (Hs_Mmpl4_1_SG QT00001533), BNIP3
(Hs_BNIP3_1_SG QT00024178), ATG3 (Hs_ATG3_1_SG QT00069769), ATG12
(Hs_ATGI12_1_SG QT00035854), ATG16L1 (Hs_ATGI16L1_1_SG QT00085442),
ATGI16L2 (Hs_ATGI16L2_1_SG QT00005915), GAPDH (Hs_GAPDH_2_SG
QT01192646), and B-actin (Hs_Actb_2_SG QT01680476). The relative quantities of
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target gene mRNA compared against two internal controls, GAPDH and f-actin
RNA, were measured by following a ACt method employing an amplification plot
(fluorescence signal vs. cycle number). The difference (ACt) between the mean
values in the triplicate samples of target gene and those of GAPDH and [-actin
mRNAs were calculated by iQ5 Optical System Software version 2.0 (Bio-Rad) and

the relative quantified value (RQV) was expressed as 24C,

Human autophagy PCR array : The Human Autophagy RT? Profiler PCR
Arrays (SA Biosciences, PAHS-084A,) were used according to the manufacturer’s
protocol. The detailed list of these key autophagy-related genes can be found on the
manufacturer’s website (http://www.sabiosciences.com/rt_pcr_product/ HTML/PAHS-
084A.html). Using real-time quantitative PCR, we reliably analyzed expression of a
focused panel of genes related to autophagy. Relative gene expressions were

i method, in which Ct indicates the fractional cycle number

calculated using the
where the fluorescent signal reaches detection threshold. The ‘delta—delta’ method
uses the normalized ACt value of each sample, calculated using a total of five
endogenous control genes (B2M, HPRTI, RPLI3A, GAPDH, and ACTB). Fold

AACYH for genes

change values are then presented as average fold change = 2(average
in Concanavalin-A-treated U87 glioblastoma cells relative to control U87 cells in
both siScrambled- and siMT 1-MMP-transfected cells. Detectable PCR products were
obtained and defined as requiring <35 cycles. The resulting raw data were then
analyzed using the PCR Array Data Analysis Template
(http://www.sabiosciences.com/pcrarraydataanalysis.php). This integrated web-based
software package automatically performs all AAC, based fold-change calculations

from our uploaded raw threshold cycle data.

Transfection method and RNA interference : Cells were transiently transfected

with 20 nM siRNA against MT1-MMP (Hs_MMP14_6 HP validated siRNA;
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QIAGEN, SI03648841) or scrambled sequences (AllStar Negative Control siRNA;
QIAGEN, 1027281) using Lipofectamine 2000 (Invitrogen, 11668). MT1-MMP-
specific gene knockdown was evaluated by qRT-PCR as described above.

Gelatin zymography :@ Gelatin zymography was used to assess the
extracellular levels of proMMP-2 and MMP-2 activities. Briefly, an aliquot (20 ul) of
the culture medium was subjected to SDS-polyacrylamide gel electrophoresis (SDS-
PAGE) in a gel containing 0.1 mg/ml gelatine (Sigma-Aldrich Canada, G2625). The
gels were then incubated in 2.5% Triton X-100 (Bioshop, TRX506.500) and rinsed in
nanopure distilled water. Gels were further incubated at 37°C for 20 h in 20 mM
NaCl, 5 mM CaCl2, 0.02% Brij-35, 50 mM Tris—HCI buffer, pH 7.6 and then stained
with 0.1% Coomassie Brilliant blue R-250 (Bioshop, CBB250) and destained in 10%
acetic acid, 30% methanol in water. Gelatinolytic activity was detected as unstained

bands on a blue background.

Immunoblotting procedures : The following electrophoresis reagents were
used : Sodium dodecylsulfate (SDS; Sigma-Aldrich Canada, L3771), acrylamide
(Bioshop, ACRO001.1), and bis-acrylamide (Bioshop, BIS001.100). Proteins from
control and treated cells were separated by SDS-PAGE. After electrophoresis,
proteins were electrotransferred to polyvinylidene difluoride membranes (Millipore,
IPVH00010) which were then blocked for 1 hr at room temperature with 5% non-fat
dry milk in Tris-buffered saline (150 mM NaCl, 20 mM Tris-HC], pH 7.5) containing
0.3% Tween-20 (TBST; Bioshop, TWN510-500). Membranes were further washed in
TBST and incubated with the MT1-MMP (Millipore, AB6004) and GAPDH (Clone
6CS5; Millipore, MAB374) primary antibodies (1/1,000 dilution) in TBST containing
3% bovine serum albumin and 0.1% sodium azide (Sigma-Aldrich Canada, S2002),
followed by a 1 hr incubation with horseradish peroxidase-conjugated donkey anti-
rabbit (Jackson ImmunoResearch Laboratories, 711-035-152) or goat anti-mouse IgG
(Jackson ImmunoResearch Laboratories, 115-035-062) at 1/2,500 dilutiops in TBST
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containing 5% non-fat dry milk. Immunoreactive material was visualized by

enhanced chemiluminescence (Amersham Pharmacia Biotech, RPN3004).

Detection of acidic vesicular organelles (AVO) and of GFL-LC3 puncta : U87
cells were serum-starved in media containing the different conditions of transfections
(siRNA, cDNA plasmid recombinant forms of MT1-MMP) or treatments with
Concanavalin-A (ConA; Sigma-Aldrich Canada, L7647). Acridine Orange (0.5
ug/mL; Sigma-Aldrich Canada, A6014) was added to each well, cells were incubated
for 10 minutes at 37°C in the dark. Fluorescence was then examined by microscopy.
Transient cell transfection with pEGFP-LC3 (generously provided by Dr Patrick
Labonté, INRS-IAF, Qc), Wt-MT1-MMP, A-Cyto-MT1-MMP, and ATM-MT1-MMP
cDNA plasmids was performed using lipofectamine 2000 as previously described

(Proulx-Bonneau er al., 2011b).

Statistical data analysis : Data are representative of three or more independent
experiments. Statistical significance was assessed using Student’s unpaired r-test.
Probability values of less than 0.05 were considered significant and an asterisk

identifies such significance in the figures.
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5.9  Figures
A Canavalia Phaseolus Arachis Triticum
’ Control ensiformis max L. hypogaea vulgaris
Chromatine
stailning
Acldic vesicular
organelles staining
B. Nomenclature Origin Carbohydrate specificity
ConA Canavalia ensiformis High-Man, Mana1-6(Mana.1-3)Man
SBA Phaseolus max L. o~ or B-linked terminal GalNAc, GalNAca1-3Gal
PNA Arachis hypogaea Galp1-3GalNAc
WGA Triticum vulgaris Chitin oligomers, NeuAc
c Canavalia

Control ensiformis

Figure 5.1 High cell surface mannopyranoside residues contribute to lectin-
induced autophagy. Serum-starved U87 were treated for 24 hours with 30 pg/ml of
the following four lectins : Canavalia ensiformis, Phaseolus max L., Arachis
Hypogaea, and Triticum vulgaris. (A) Chromatin staining (green) and acidic
vesicular organelles staining (red) was performed. (B) Description of the
carbohydrate specificity for each lectin tested. (C) Electronic microscopy pictures of
autophagosomes formation (white arrows). Nucleus staining was performed with
DAPI attaining (blue).
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Figure 5.2 Concanavalin-A triggers proMMP-2 activation and autophagy.
Serum-starved U87 glioblastoma cells were treated with increasing concentrations of
Concanavalin-A for 24 h. (A) Cells were stained with Acridine Orange as described
in the Methods section, and acidic vacuole formation examined by fluorescent
microscopy. (B) Conditioned media were isolated and gelatin zymography performed
to assess the extent of proMMP-2 activation into MMP-2. (C) Scanning densitometry
was performed from the zymogram and correlations plot made between MMP-
2/proMMP-2 ratios and Acridine Orange staining. (D) Acridine Orange staining was
quantified in control (open circles) and 30 pg/ml ConA-treated (closed circles) U87
glioblastoma cells for different time points.
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Figure 5.3 Concanavalin-A-induced autophagy is independent of MT1-MMP
extracellular catalytic function. Serum-starved U87 glioblastoma cells were treated
with vehicle or 30 pg/mL ConA, 25 pM Ilomastat, 30 uM Actinonin or a
combination of ConA with either Ilomastat or Actinonin for 24 h. (A) Cells were
stained with Acridine Orange as described in the Methods section, and fluorescence
examined by microscopy. (B) Scanning densitometry was performed on the pictures
in (A) in order to assess the extent of acidic vacuoles formation in control (white
bars) and ConA-treated cells (black bars). (C) Conditioned media were isolated and
gelatin zymography performed to assess the extent of proMMP-2 activation into
MMP-2.
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Figure 5.4 Gene silencing of MT1-MMP gene expression antagonizes
Concanavalin-A-induced autophagy. Gene silencing was performed with either
siScrambled or siMT1-MMP in U87 glioblastoma cells, or with lipofectamine
treatment only (Mock). Cells were then serum-starved in the presence (black bars) or
absence (white bars) of 30 pg/ml ConA. (A)Total RNA was isolated and qRT-PCR
performed as described in the Methods section to assess MT1-MMP gene expression.
(B) Conditioned media were isolated and gelatin zymography performed to assess the
extent of proMMP-2 activation into MMP-2. (C) Cells were stained with Acridine
Orange as described in the Methods section, and fluorescence examined by
microscopy. (D) Scanning densitometry was performed on the pictures in (C) in order
to assess the extent of acidic vacuoles formation in control (white bars) and ConA-
treated cells (black bars).
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Figure 5.5 The intracellular cytosolic domain of MT1-MMP is required to
trigger autophagy. U87 glioblastoma cells were transiently transfected with cDNA
plasmids encoding either full length Wt-MT1-MMP, a cytoplasmic-deleted (A-Cyto)-
MT1-MMP, a cytoplasmic domain and transmembrane domain (A-TM) soluble MT1-
MMP, or empty pcDNA (Mock). (A) Serum-starved cells were stained with Acridine
Orange as described in the Methods section, and (B) scanning densitometry
performed on the pictures in order to assess the extent of acidic vacuoles formation.
(C) Conditioned media as well as cell lysates were isolated as described in the
Methods section in order to perform gelatin zymography (top), or to perform MT1-
MMP immunodetection in the conditioned media (2" from top) and in the lysates
(2nd from bottom), and GAPDH (bottom). (D) Photomicrographs showing the
intracellular distribution of exogenous LC3. Cells were transiently co-transfected
with a pEGFP-LC3-expressing plasmid and either Wt-MT1-MMP, A-Cyto-MT]I-
MMP, A-TM-MT1-MMP, or empty pcDNA (control), or treated with ConA. Samples
were fixed 24 hours later and nuclei counterstained with Hoechst 33342.
Characteristic punctates of pPEGFP-LC3 staining can be observed in Wt-MT1-MMP-
transfected and ConA-treated cells.
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Figure 5.6 Concanavalin-A-induced autophagy related genes are reduced in
siMT1-MMP transfected U87 cells. Gene silencing was performed with either
siScrambled or siMT1-MMP in U87 glioblastoma cells. Cells were then serum-
starved in the presence or absence of 30 pg/ml ConA for 24 h. Total RNA isolation
and qRT-PCR were performed as described in the Methods section to assess
expression of a subset of 84 different autophagy-related genes using a human

autophagy PCR array.
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Figure 5.7 Transcriptional regulation of BNIP3, ATG3, ATG12, ATG16L1 and
ATG16L.2 expression is signalled through MT1-MMP’s intracellular domain.
U87 glioblastoma cells were transiently transfected with cDNA plasmids encoding
either full length Wt-MT1-MMP, a cytoplasmic-deleted (A-Cyto)-MT1-MMP, or
empty pcDNA (Mock). Cells were then serum-starved for 24 h. Total RNA isolation
and gRT-PCR were performed as described in the Methods section. (A) Amplicon for
each gene were loaded onto an agarose gel to show BNIP3, ATG3, ATGI12,
ATGI16L1 and ATG16L2 specific amplification. (B) Gene expressions in Wt-MT1-
MMP- (black bars) and ACyto-MT1-MMP-transfected cells (grey bars) were
compared to that of Mock (white bars) transfected cells.
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6.2 Résumé

Les lectines provenant de diverses plantes sont considérées depuis quelques
années comme de potentiels agents anti-tumoraux grace a leur faculté d’induire la
mort cellulaire par autophagie. Etant donné que la métalloprotéase matricielle
membranaire de type 1 (MT1-MMP) a été reconnue pour réguler 1’expression du
biomarqueur autophagique Bcl-2/Adenovirus EIB 19 kDa interacting protein 3
(BNIP3), nous avons investigué sur les mécanismes moléculaires reliant MT 1-MMP
a BNIP3 dans les cellules de glioblastome humain U87. D’abord, le traitement a la
Concanavaline-A (ConA) entrainait une augmentation du nombre de vacuoles
acidiques ainsi que de 1’expression génique et protéique de MT1-MMP et de BNIP3.
Ensuite, I’inhibition de I’expression de BNIP3 par une dose-réponse a 1’AG490, un
inhibiteur sélectif de la kinase JAK2, a permis d’émettre 1’hypothése que 1’induction
de BNIP3 par la ConA était probablement médi€e par un membre de la famille des
STAT. En effet, la phosphorylation de STAT3 et I’expression de BNIP3 médiées par
la ConA étaient fortement diminuées lorsque MT1-MMP ou STATS3 étaient réprimés.
Les analyses corrélatives ont démontré que les événements signalétiques dépendants
de STAT3 se produisaient aprés l’induction de MTI-MMP. Par la suite, la
surexpression de la protéine recombinante compléte de MT1-MMP (Wt-MT1-MMP)
a entrainé une hausse significative de I’expression de BNIP3. De plus, une étude
structure-fonction a confirmé que la phosphorylation de STAT3 et de 1’expression de
BNIP3 étaient médiées par le domaine cytoplasmique de MT1-MMP. Finalement, un
criblage des kinases de la famille JAK (JAK1, JAK2, JAK3 et TYK2) a confirmé que
seul JAK?2 était nécessaire dans la cascade de signalisation. Enfin, notre étude a
permis de comprendre comment MT1-MMP signale 1’autophagie, un processus

contribuant au phénotype de résistance des cellules tumorales cérébrales.

Mots clés : Glioblastome, concanavaline-A, autophagie, JAK/STAT, MT1-MMP,
BNIP3
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6.3 Abstract

Plant lectins have been considered as possible anti-tumor drugs because of
their property to induce autophagic cell death. Given that expression of membrane
type-1 matrix metalloproteinase (MT1-MMP) has been found to regulate expression
of the autophagy biomarker Bcl-2/adenovirus E1B 19 kDa interacting protein 3
(BNIP3), we sought to investigate possible signalling interplay mechanisms between
MT1-MMP and BNIP3 in Concanavalin-A lectin-activated U87 glioblastoma cells.
ConA induced acidic vacuole organelles formation as well as BNIP3 and MT1-MMP
gene and protein expression, whereas only BNIP3 expression was dose-dependently
inhibited by the JAK2 tyrosine kinase inhibitor AG490 suggesting a requirement for
some STAT-mediated signalling. Gene silencing of MT1-MMP and of STATS3
abrogated ConA-induced STAT3 phosphorylation and BNIP3 expression. Correlative
analysis shows that STAT3 signalling events occur downstream from MT1-MMP
induction. Overexpression of a full length MT1-MMP recombinant protein led to
increased BNIP3 gene and protein expression. The cytoplasmic domain of MTI-
MMP was also found necessary for transducing STAT3 phosphorylation. Among
JAK1, JAK2, JAK3, and TYK?2, only JAK2 gene silencing abrogated ConA’s effects
on MT1-MMP and BNIP3 gene and protein expression. Our study elucidates how
MTI1-MMP signals autophagy, a process which could contribute to the

chemoresistance phenotype in brain cancer cells.

Key words : Glioblastoma, concanavalin-A, autophagy, JAK/STAT, MT1-MMP,
BNIP3
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6.4 Introduction

Distinct from apoptosis, autophagy is an evolutionarily conserved, multi-step
lysosomal degradation process in which cells degrade long-lived proteins and
damaged organelles (Wang, S. Y. et al., 2011). Recently, high expression levels of
the Bcl-2/EIB 19 kDa interacting protein 3 (BNIP3), a key regulator of cell
death/autophagy and an effector of a necrosis-like atypical death program, were
reported in glioblastoma multiforme (GBM) and found to confer a survival advantage
to brain tumor cells (Burton, T. R. er al., 2009). As GBM is also characterized by
regions of hypoxia and often by large necrotic areas, such continuous or excessive
stress ultimately results in autophagy-induced cell death. Accordingly, under stress
conditions BNIP3 can translocate from the nucleus to the cytoplasm where it disrupts
mitochondrial functions and leads to cell death (Kubli et al., 2007). BNIP3 can also
act as an inducer of autophagy in many cell types and under different environmental
conditions including hypoxia (Azad et al., 2008; Kanzawa et al., 2005; Park, C. W. et
al., 2013). BNIP3 can also suppress the mTOR signalling pathway to mediate
autophagic cell death in glioma cells (Byun et al., 2009). Contrarily, BNIP3 also
increased cell survival under hypoxic stress by translocating to the nucleus of human
glial cells (Burton, T. R. et al., 2006; Hu, Y. L. et al., 2012). Thus, current opinion
regarding the role of autophagy in tumorigenesis is that it can be either a tumor
suppressor or a tumor promoter depending on the tumor type and stage (Bhutia et al.,

2013).

Chemotherapy and radiotherapy were recently reported to upregulate BNIP3
expression and to ultimately trigger apoptotic cell death in colorectal cancer cells
(Deng et al., 2012). Given the signaling crosstalk between apoptosis and autophagy
(Booth er al., 2014), therapies that could produce the induction of autophagy-

dependent cell death in gliomas may therefore become of interest. Interestingly, plant
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lectins have been documented as causing autophagic cell death and, as such, have
been considered as possible anti-tumor drugs (Liu, Z. et al., 2013). Among these
lectins, numerous studies have demonstrated that concanavalin A, a Ca®*/Mn*'-
dependent and mannose/glucose-binding legume lectin, can induce apoptotic cell
death via the mitochondrial pathway in diverse types of cancer cells, including human
melanoma A375 cells and human hepatocellular carcinoma HepG2 cells (Li, W. W.
et al., 2011; Liu et al., 2009). Recently, ConA was reported to up-regulate COX-2
and to down-regulate Akt expression via the IKK/NF-kB-dependent pathway in U87
glioblastoma cells (Sina et al., 2010). Other studies have demonstrated that cell death
can occur through BNIP-3-mediated mitochondrial autophagy. In agreement with
this, ConA-treated U87 glioblastoma cells exhibited up-regulated expression of
BNIP3, ATG3, ATG12 and ATGI16-L1, and these inductions were reversed when
expression of membrane type-1 matrix metalloproteinase (MT1-MMP), a plasma
membrane-anchored matrix metalloproteinase, was silenced (Pratt et al., 2012).
Interestingly, while ConA has been shown to trigger the phosphorylation of STAT3
in mesenchymal stromal cells, regulation of BNIP3 was also found to be linked to

JAK/STAT signaling (Akla et al., 2012; Bulcao et al., 2010).

Among the subclass of matrix metalloproteinases anchored to the cell
membrane by a transmembrane domain (Fillmore et al., 2001), MT1-MMP possesses
a cytoplasmic domain that plays critical roles in transducing several intracellular
signaling pathways (Gingras et Beliveau. 2010). Moreover, this cytoplasmic domain
is important for MT1-MMP internalization and recycling processes at the plasma
membrane where it is believed to localize in invadopodia (Galvez et al., 2004;
Nakahara et al., 1997). Although a role for MT1-MMP has been suggested as a cell
death sensor/effector through the regulation of endoplasmic reticulum stress in U87
glioblastoma cells (Proulx-Bonneau et al., 2011b), and in necrosis (Belkaid et al.,
2007), the exact MT 1-MMP-mediated signaling that leads to induction of autophagic
proteins like BNE3 (Pratt et al., 2012) remains unknown. In the present study, we
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used the lectin ConA from Canavalia ensiformis to mimic biological
lectin/carbohydrate interactions and to also induce MT1-MMP gene expression
(Fortier et al., 2008). Furthermore, we investigated whether any MTI-
MMP/JAK/STAT signaling interplay may be involved in the pro-autophagic actions

of ConA in glioblastoma cells.
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6.5 Material and methods

Materials :

Sodium dodecylsulfate (SDS), Concanavalin A, and bovine serum albumin
(BSA) were purchased from Sigma (Oakville, ON). Cell culture media were obtained
from Life Technologies (Burlington, ON). Electrophoresis reagents were purchased
from Bio-Rad (Mississauga, ON). The enhanced chemiluminescence (ECL) reagents
were from Amersham Pharmacia Biotech (Baie d’Urfé, QC). Micro bicinchoninic
acid protein assay reagents were from Pierce (Rockford, IL). The JAK family
tyrosine kinase inhibitor Tofacitinib (CP-690550) was from Cedarlane (Burlington,
ON) while AG490 was from Calbiochem (La Jolla, CA). Anti-STAT3 (79D7) and
anti-phospho-STAT3 (Tyr705) polyclonal antibodies were from Cell Signaling
Technology (Beverly, MA). The polyclonal antibody against the MT 1-MMP catalytic
domain was from Chemicon (Temecula, CA). The monoclonal anti-glyceraldehyde-
3-phosphate  dehydrogenase @ (GAPDH) antibody was from Advanced
Immunochemicals (Long Beach, CA). The polyclonal antibody against BNIP3 was
from EMD Millipore (Billerica, MA). The polyclonal antibody against JAK2 was
from New England Biolabs (Pickering, ON). Horseradish peroxidase-conjugated
donkey anti-rabbit and anti-mouse IgG secondary antibodies were from Jackson
ImmunoResearch Laboratories (West Grove, PA). All other reagents were from

Sigma-Aldrich Canada.

Cell culture :

The human U87 glioblastoma cell line was purchased from American Type
Culture Collection (Manassas, VA) and maintained in Eagle’s Minimum Essential
Medium containing 10% (v/v) calf serum (HyClone Laboratories, Logan, UT), 1 mM
sodium pyruvate, 100 units/ml penicillin and 100 mg/ml streptomycin. Cells were
incubated at 37°C with 95% air and 5% CO,.
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Immunofluorescent microscopy :

U87 cells were seeded on cover slips, transiently transfected with a siRNA
against MT1-MMP or a siRNA control and then treated (or not) with 30 pg/ml
Concanavalin-A for 24 hours. Media was removed and cells were fixed in formalin
phosphate buffer (Fisher Scientific, Ottawa, ON) for 20 min, permeabilized with
Triton X-100 for 5 min and then blocked for 1h in 1% BSA/PBS. Immunostaining
was performed for 1h with the anti-BNIP3 antibody 1:200 in 1% BSA/PBS, followed
by 1:200 anti-rabbit-alexa Fluor 488 (Invitrogen, ON). A solution of 10 ug/ml DAPI
diluted in PBS was used to stain the nuclei. Fluorescence was then examined by

microscopy.

Gelatin zymography :

Gelatin zymography was used to assess the extracellular levels of the latent
proMMP-2 and active MMP-2 activities. Briefly, an aliquot (20 pl) of the culture
medium was subjected to SDS-polyacrylamide gel electrophoresis (SDS-PAGE) in a
gel containing 0.1 mg/ml gelatin. The gels were then incubated in 2.5% Triton X-100
and rinsed in nanopure distilled water. Gels were further incubated at 37°C for 20 h in
20 mM NaCl, 5 mM CacCl2, 0.02% Brij-35, 50 mM Tris—HCI buffer, pH 7.6 and then
stained with 0.1% Coomassie Brilliant blue R-250 and destained in 10% acetic acid,
30% methanol in water. Gelatinolytic activity was detected as unstained bands on a

blue background.

Immunoblotting procedures :

Proteins from control and treated cells were separated by SDS-PAGE. After
electrophoresis, proteins were electrotransferred to polyvinylidene difluoride
membranes which were then blocked for 1 hr at room temperature with 5% non-fat

dry milk in Tris-buffered saline (150 mM NaCl, 20 mM Tris—HCI, pH 7.5) containing
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0.3% Tween-20 (TBST). Membranes were further washed in TBST and incubated
with primary antibodies (1/1,000 dilution) in TBST containing 3% bovine serum
albumin and 0.1% sodium azide, followed by a 1 hr incubation with horseradish
peroxidase-conjugated anti-rabbit or anti-mouse IgG (1/2,500 dilution) in TBST
containing 5% non-fat dry milk. Immunoreactive material was visualized by

enhanced chemiluminescence (Amersham Biosciences, Baie d’Urfé, QC).

Total RNA isolation, cDNA synthesis and real-time quantitative RT-PCR :

Total RNA was extracted from cell monolayers using TriZol reagent (Life
Technologies, CA). For cDNA synthesis, 2 ug of total RNA were reverse-transcribed
using a high capacity cDNA reverse transcription kit (Applied Biosystems, Foster
City, CA). cDNA was stored at -80°C prior to PCR. Gene expression was quantified
by real-time quantitative PCR using SsoFast EvaGreen Supermix (Bio-Rad). DNA
amplification was carried out using a CFX connect Real-Time System (Bio-Rad) and
product detection was performed by measuring binding of the fluorescent dye
EvaGreen to double stranded DNA. The QuantiTect primer sets were provided by
QIAGEN : MT1-MMP (Hs_Mmpl4_1_SG QT00001533), BNIP3 (Hs_BNIP3_1_SG
QT00024178), JAK1 (Hs_JAKI1_1_SG QT00050225), JAK2 (Hs_JAK2_1_SG QT
00062650), JAK3 (Hs_JAK3_1_SG QT00078673), TYK2 (Hs_TYK2_1_SG
QT00012978), GAPDH (Hs_GAPDH_2_SG QT01192646), B-actin (Hs_Actb_2_SG
QT01680476) and PPIA (Hs_PPIA_4_SG QT01866137). The relative quantities of
target gene mRNA compared against two internal controls chosen from GAPDH, f3-
actin or PPIA RNA, were measured by following a ACT method employing an
amplification plot (fluorescence signal vs. cycle number). The difference (ACr)
between the mean values in the triplicate samples of target gene and those of GAPDH
and (-actin mRNAs were calculated by CFX manager Software version 2.1 (Bio-

Rad) and the relative quantified value (RQV) was expressed as 2.
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Transfection method and RNA interference :

Cells were transiently transfected with 20 nM siRNA against MT1-MMP
(Hs_MMP14_6 HP validated siRNA; QIAGEN, SI03648841), against STAT3
(Hs_STAT3_7 HP validated siRNA; QIAGEN, SI02662338), against JAKI
(Hs_JAK1_5 HP validated siRNA; QIAGEN, SI00605514), against JAK2
(Hs_JAK2_7 HP validated siRNA; QIAGEN, SI02659657), against JAKS3
(Hs_JAK3_5 HP validated siRNA; QIAGEN, SI00604800), against TYK2
(Hs_TYK2_5 HP validated siRNA; QIAGEN, S102223221) or scrambled sequences
(AllStar Negative Control siRNA; QIAGEN, 1027281) using Lipofectamine 2000
transfection reagent (Invitrogen, CA). MT1-MMP-, JAK- and STAT3-specific gene
knockdowns were evaluated by qRT-PCR as described above.

Detection of acidic vesicular organelles (AVO) :

U87 cells were serum-starved in media containing specific treatments with
Concanavalin-A alone or in combination with AG490 or Tofacitinib. Acridine
Orange (0.5 pg/mL; Sigma-Aldrich, ON) was added to each well and cells were
incubated for 15 minutes at 37°C in the dark. Fluorescence was then examined by

microscopy.

Statistical data analysis :

Data are representative of three or more independent experiments. Statistical
significance was assessed using Student’s unpaired #-test Probability values of less
than 0.05 were considered significant and an asterisk identifies such significance in

the figures.
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6.6 Results

Gene silencing of MT1-MMP inhibits BNIP3 induction by Concanavalin-A.

Among the autophagy biomarkers screened, BNIP3 gene expression has been
found to be significantly induced by ConA along with ATG3, ATG12, ATG16L1
(Pratt et al., 2012). Although MT1-MMP was found to contribute to BNIP3
transcriptional regulation, no information is available regarding effects at the protein
level. U87 glioblastoma cells were therefore transiently transfected with either
specific siRNA to silence MT1-MMP gene expression (siMT1-MMP) or with a non-
specific sequence (siScrambled). Immunofluorescent staining was performed to
detect BNIP3 expression (Fig.1A, upper panels), which was induced in ConA-treated
cells (Fig.6.1B) and repressed when MTI1-MMP gene expression was silenced
(Fig.6.1A, lower panels; Fig.6.1B). This was further confirmed by immunoblotting of
the cell lysates where both MT1-MMP and BNIP3 protein expression was induced by
ConA, a condition also known to trigger latent proMMP-2 processing into active
MMP-2 (Fig.6.1C, upper panel). Finally, qRT-PCR was also performed and
confirmed the protein and immunostaining results described above as well as the

efficient MT 1-MMP gene silencing (Fig.6.1D).

JAK?2 inhibition antagonizes ConA-induced acidic vacuole formation and BNIP3
expression.

Since ConA had recently been shown to trigger autophagy in part through a
JAK/STAT signalling pathway in hepatoma cells (Li, W. W. et al, 2011) and in
glioblastoma cells (Pratt et al., 2012), we tested whether the JAK2 tyrosine kinase
inhibitor AG490, as well as the JAK inhibitor Tofacitinib affected autophagy
induction. We found that ConA-induced BNIP3 gene expression was dose-
dependently inhibited by AG490, while ConA-induced MT1-MMP gene expression

remained unaffected (Fig.6.2A). In contrast, Tofacitinib was inefficient at
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downregulating either of the ConA-induced genes. When MT1-MMP-mediated
proMMP-2 activation was assessed upon ConA treatment, neither of the JAK
inhibitors tested inhibited the extracellular MT1-MMP catalytic functions (Fig.6.2B).
Finally, when cells were immunostained for BNIP3 or stained with Acridine Orange
to monitor acidic vacuole organelle (AVO) formation, we observed that both AG490
and Tofacitinib efficiently antagonized ConA-induced AVO formation, while only
AG490 abrogated ConA-induced BNIP3 expression (Fig.6.2C). Altogether, these
observations suggest that JAK2 inhibition abrogates ConA-induced BNIP3
transcriptional regulation but not that of MT1-MMP. Varying degrees of contribution
from the various JAK family members seem to be involved in the overall autophagic

process.

MTI-MMP expression is required to trigger STAT3 phosphorylation by ConA.

Since BNIP3, but not MT1-MMP, gene expression was abrogated upon
AG490 treatment and that inhibition of JAK2 led to decreased BNIP3 protein
expression (Fig.6.2), we used gene silencing strategies to downregulate either MT1-
MMP (siMT1-MMP) or STAT3 (siSTAT3) expression. We found that, in
siScrambled-transfected cells, increasing concentrations of ConA led to increased
proMMP-2 activation, MT1-MMP and BNIP3 protein expression (Fig.6.3A, upper
panels). MT1-MMP silencing inhibited ConA-induced proMMP-2 activation as well
as BNIP3 induction (Fig.6.3A, middle panels). When STAT3 was silenced, proMMP-
2 activation and MT1-MMP were unaffected, while ConA-induced BNIP3 expression
was abrogated (Fig.6.3A, lower panels). In order to evaluate the functional impact of
MT1-MMP silencing on STAT3 activation, we monitored STAT3 phosphorylation
(Fig.3B), which was transiently induced by ConA, peaking at 4 hours (Fig.6.3C), and
significantly abrogated when MTI1-MMP expression was silenced (Fig.6.3D).
Densitometric analysis of the immunoblots allowed us to directly correlate the extent
of STAT3 phosphorylation with the level of BNIP3 expression in siScrambled-
transfected cells (Fig.6.4A, open circles), while silencing of MT1-MMP abrogated
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both STAT3 phosphorylation and BNIP3 induction (Fig.6.4A, closed circles). On the
other hand, MT1-MMP expression also directly correlated with BNIP3 expression
(Fig.6.4B, open circles), while STAT3 silencing only abrogated BNIP3 induction by
ConA but not the induction of MT1-MMP (Fig.6.4B, closed circles).

The intracellular domain of MT1-MMP is required to trigger BNIP3 expression.

Given the crucial role of MT1-MMP in the relay of ConA-mediated signaling,
we next assessed the direct effect of recombinant MT1-MMP overexpression on
BNIP3 expression. Cells were transiently transfected with cDNA plasmids encoding
either the full length MT1-MMP (W) or the cytoplasmic-deleted MT 1-MMP (ACyto)
recombinant proteins. When immunostaining of BNIP3 was performed (Fig.6.5A),
we found that overexpression of Wt-MTI1-MMP significantly triggered BNIP3
expression, whereas expression of the ACyto-MT1-MMP was ineffective (Fig.6.5B).
Overexpression and appropriate plasma membrane localization of both MT1-MMP
recombinant forms were functionally confirmed by zymography since both were able
to catalyse conversion of the proMMP-2 latent form into its active MMP-2 form
(Fig.6.5C). However, deletion of the MT1-MMP intracellular domain abrogated both
BNIP3 expression and STAT3 phosphorylation (Fig.6.5C). Extraction of total RNA
followed by qRT-PCR analysis shows that the intracellular domain of MT1-MMP is
required to trigger BNIP3 transcriptional regulation (Fig.6.5D).

JAK2 is required in Concanavalin-A-mediated BNIP3 but not MTI-MMP
transcriptional regulation.

In order to assess their potential contributions to ConA-mediated STAT3
phosphorylation, we next used siRNA strategies to silence gene expression of the
JAK family kinase members JAKI, JAK2, JAK3, and TYK2. Silencing was
effectively achieved for all four genes as gene expression was reduced by 62-85%

(Fig.6.6A), without affecting the cells’ capacity to activate proMMP-2 in response to
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ConA treatment (Fig.6.6B). We found that BNIP3 gene expression was significantly
reduced only under conditions where JAK2 was silenced (Fig.6C, left panel) while
MTI1-MMP remained unaffected (Fig.6.6C, right panel). Furthermore, when JAK2
gene expression was silenced, overexpression of the Wt-MT1-MMP recombinant
protein was unable to trigger either STAT3 phosphorylation or BNIP3 expression
(Fig.6.7).
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6.7 Discussion

Our current study documents the transducing functions of MT1-MMP in
triggering JAK/STAT signaling, which in turn effectively regulates the transcriptional
regulation and expression of the autophagy biomarker BNIP3 and which induces
autophagic acidic vacuole formation in ConA-activated glioblastoma cells.
JAK/STAT signaling is involved in numerous cancers and has proven to be an
important pathway through which cancer cells survive, proliferate and increase their
tumorigenicity (Stechishin et al, 2013). Supporting this, inhibition of the
JAK2/STATS3 signaling pathway was reported to impede the migratory and invasive
potential of human glioblastoma cells (Senft et al., 2011), and to slow disease
progression in orthotopic xenografts of human glioblastoma brain tumor stem cells
(Stechishin et al., 2013). In addition to the role it plays in angiogenesis and metastatic
processes (Chang, Q. et al., 2013), the MT1-MMP-to-JAK/STAT signaling axis may
therefore be viewed as a new autophagy regulator that could lead to survival of

cancer cells (Jonchere et al., 2013; Yoon, S. et al., 2010).

The new signal transducing role ascribed to the intracellular domain of MT1-
MMP, in contrast to its classical and well-documented extracellular hydrolytic
functions, is thus receiving much attention. In fact, numerous MTI1-MMP
cytoplasmic domain binding proteins have been identified and include the p2 subunit
of adapter protein 2, gC1gR, p130Cas, MTCBP-1 and the phosphorylated form of
caveolin-1 (Gingras et al., 2008; Labrecque et al., 2004; Rozanov et al., 2002; Uekita
et al., 2004; Uekita et al., 2001). The cytoplasmic domain of MT1-MMP has been
shown to trigger multiple signalling pathways including the activation of ERK
cascade (Gingras et al., 2001), the induction of a RhoA/ROK (Annabi et al., 2005) as
well as the early signalling cascade that leads to endoplasmic reticulum stress

(Proulx-Bonneau et al., 2011b) and proinflammatory phenotype (Sina et al., 2010).
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The cytoplasmic domain of MTI-MMP was further demonstrated to ultimately
promote invasion activity of MT1-MMP by preventing its internalization (Uekita et
al., 2001). Unfortunately, it remains unknown whether any of the above-mentioned
MT1-MMP intracellular binding intermediates are involved in autophagy regulation
or in autophagy biomarker induction such as would seem to be the case for BNIP3

induction in this study.

BNIP3 is in fact an atypical representative of the Bcl-2 protein family and a
regulator of non-apoptotic programmed cell death (Swoboda et Strzadala. 2009).
BNIP3 was demonstrated to interact with LC3 and to promote autophagy of both
mitochondria and endoplasmic reticulum (Hanna, R. A. et al., 2012). BNIP3 was also
shown to participate in the activation of autophagy by mediating 6-thioguanine and 5-
fluorouracil-induced autophagy (Zeng, X. et Kinsella. 2010). As our current study
correlates BNIP3 expression with the induction of AVO both by ConA and directly
upon MT1-MMP overexpression, our data suggest that BNIP3 expression may serve
as an autophagy biomarker consequent to MTI1-MMP-mediated signaling in
glioblastoma cells. To this end, we demonstrated that BNIP3 expression levels are
correlated with a signaling cascade where MT1-MMP is a major contributor and
which required phosphorylation of STAT3. Interestingly, increased JAK2/STATS3
signaling was also correlated with increased apoptosis through upregulation of BNIP3
gene expression (Bulcao et al., 2010). Further support to our contention that MT1-
MMP functions in BNIP3 expression was previously demonstrated when
upregulation of BNIP3 and of autophagy-related gene members ATG3, ATG12 and
ATGI16-L1 expression in ConA-treated U87 cells was reversed when MT1-MMP
gene expression was silenced (Pratt et al., 2012). Finally, the pharmacological JAK
inhibitors AG490 and Tofacitinib enabled us to confirm the requirement for JAK2 in
the induction of BNIP3. Whether any recruitment and/or interaction between JAK2
and MT1-MMP are required remains unknown. Structure-function analysis from this

study minimally confirms the mandatory requirement for the cytoplasmic domain of
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MT1-MMP in the induction of BNIP3. Whether this structural requirement involves
recruitment and/or interaction with specific intracellular intermediates is currently

under investigation.

Recycling of cytosolic proteins and/or specific organelles is believed to be a
means for cancer cells to escape apoptosis-mediated cell death in order to survive and
continue their growth under stressful conditions (Liu, W. M. et al., 2013). Given its
strong expression in glioblastoma cells, MT1-MMP was inferred to contribute, in
part, to the acquisition of an invasive, radio- and chemoresistant phenotype of brain
cancer cells (Fillmore et al., 2001). It therefore becomes tempting to suggest that the
MT1-MMP-mediated signaling that leads to autophagy enables those cancer cells to
escape cell death. In contrast, MT1-MMP has been in turn shown to induce
endothelial cell morphogenic differentiation by a caspase-dependent mechanism
(Langlois et al., 2005), and its recombinant overexpression in human osteoblastic
Sa0S-2 cells to induce apoptosis (Luo, X. H. et al., 2003). Furthermore, previous
necrosis induction studies in glioblastoma cells also revealed a "bioswitch" function
for a MT1-MMP/G6PT signaling axis (Belkaid et al., 2007). Finally, ConA was
found to increase the sub-G1 cell cycle population and to trigger cell death and this
was thought to require MT1-MMP (Currie et al., 2007). How the balance between
MT1-MMP-mediated pro-apoptotic and pro-survival signaling is performed still

remains to be further explored.
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6.8 Conclusion

Among strategies developed to target MT1-MMP, the chemopreventive
properties of diet-derived (-)-epigallocatechin-gallate (EGCG) were recently found to
not only inhibit JAK/STAT signaling (Senggunprai et al., 2014), but to also alter
MT1-MMP-mediated intracellular signaling through suppression of JAK/STAT
(Zgheib et al., 2013). In fact, EGCG has been well documented to target MT 1-MMP-
mediated functions in proMMP-2 activation (Dell'Aica et al., 2002), cell migration
(Annabi et al., 2002a), CD44 cell surface shedding (Annabi et al., 2005), as well as in
the transcriptional control of proangiogenic cytokine expression (Zgheib et al., 2013).
Assuming MT1-MMP-mediated autophagy may be considered as an escape
mechanism that would prevent cancer cell death, it is plausible that EGCG could
efficiently inhibit MT1-MMP functions and sensitize cancer cells to pro-apoptotic
radio- or chemotherapeutic modalities. In conclusion, the MT1-MMP-mediated
signaling crosstalk between autophagy and cell death/survival has now to be
considered in tailoring new pharmacological interventions aimed at reducing glioma

growth using combined modalities or compounds with multiple functional targets.

6.9  Acknowledgements

BA holds a Canada Research Chair in Molecular Oncology from the Canadian
Institutes of Health Research (CIHR). JP is a Natural Sciences and Engineering
Research Council of Canada (NSERC) awardee. The authors declare no conflict of

interest.



118

6.10 Figures
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Figure 6.1 Gene silencing of MT1-MMP inhibits BNIP3 induction by
Concanavalin-A. Gene silencing was performed with either siScrambled (siScr) or
SiMT1-MMP in U87 glioblastoma cells. Cells were then serum-starved in the
presence or absence of 30 pig/mL Concanavalin-A for 24h. A) Immunostaining with
anti-BNIP3 antibody and DAPI nuclear staining were performed as described in the
Methods section, and B) BNIP3 intracellular fluorescence was measured by
microscopy and quantified. C) Conditioned media was harvested in order to perform
gelatin zymography (upper panel) and cell lysates isolated as described in the
Methods section in order to perform MTI-MMP, BNIP3 and GAPDH
immunodetection. D) Total RNA was extracted and qRT-PCR performed as
described in the Methods section to assess MT1-MMP and BNIP3 gene expression.
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Figure 6.2 JAK?2 inhibition antagonizes Concanavalin-A-induced acidic vacuole
formation and BNIP3 expression. A) Serum-starved U87 cells were treated for 30
minutes with various concentrations of AG490 or Tofacitinib (Tofa, CP-690550) and
then treated with 30 pg/mL of ConA for 24h. Total RNA isolation and qRT-PCR
were performed as described in the Methods section to assess MT1-MMP and BNIP3
gene expressions. B) Serum-starved U87 were pretreated with vehicle or 1 uM
AG490 or Tofacitinib (Tofa) for 30 minutes, and then treated with 30 pg/ml. of
ConA for 24h. Conditioned media was isolated as described in the Methods section in
order to assess proMMP-2 activation. C) Serum-starved U87 cells were treated as
described in B). Immunostaining with anti-BNIP3 antibody and DAPI (nucleus) were
performed as described in the Methods section, and phase contrast BNIP3
intracellular fluorescence was acquired by microscopy. Acidic vesicular organelles
(AVO) staining was performed and fluorescence acquired by microscopy.
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Figure 6.3 MT1-MMP expression is required to trigger STAT3 phosphorylation
by Concanavalin-A. A) U87 cells were transiently transfected with siScrambled,
SIMT1-MMP or siSTAT3 for 24h. Serum-starved cells were then treated with various
concentrations of Concanavalin-A. Conditioned media were isolated and proMMP-2
activation assessed by zymography as described in the Methods section. Cell lysates
were prepared and used to perform MTI-MMP, BNIP3 and GAPDH
immunodetection. B) Serum-starved US87 cells were treated with 30 pg/mL
Concanavalin-A for up to 6 hours. Cell lysates were tested to assess P-STAT3 and
STATS3 expression. Densitometric measurement was performed from a representative
experiment and shows the P-STAT3/STAT3 ratio C). D) U87 cells were transiently
transfected with siScrambled or siMT1-MMP for 24h. Serum-starved cells were then
treated with various concentrations of Concanavalin-A. Cell lysates were used to
assess P-STAT3 and STAT3 expression.
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Figure 6.4 Schematic representation of the correlation between MT1-MMP,
BNIP3, and STAT3 phosphorylation status. Correlative analysis was performed
with representative densitometric data extracted from Fig.3. A) Correlative analysis
between BNIP3/GAPDH and P-STAT3/STAT3 for each of the five Concanavalin-A
concentrations used to treat siScrambled-transfected cells (white dots) and siMT1-
MMP-transfected cells (black dots). B) Correlative analysis between BNIP3/GAPDH
and MT1-MMP/GAPDH for each of the five Concanavalin-A concentrations used to
treat siScrambled-transfected cells (white dots) and siSTAT3-transfected cells (black
dots).
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Figure 6.5 The intracellular domain of MT1-MMP is required to trigger BNIP3
expression. A) U87 cells were transiently transfected with plasmid cDNAs encoding
either a full length MT1-MMP recombinant protein (Wt-MT1-MMP), a cytoplasmic
domain-deleted MT1-MMP recombinant protein (ACyto-MT1-MMP) or with an
empty pcDNA vector (Mock). Immunostaining with anti-BNIP3 antibody and DAPI
were performed as described in the Methods section, and BNIP3 intracellular
fluorescence acquired by microscopy. B) Quantification of the intracellular
expression of BNIP3 as observed in A). C) Cell lysates as well as conditioned media
were isolated as described in the Methods section in order to respectively perform
MT1-MMP, BNIP3, P-STAT3, STAT3 and GAPDH immunodetections or gelatin
zymography to assess proMMP-2 activation status. D) Total RNA isolation and qRT-
PCR were performed as described in the Methods section in order to assess BNIP3
gene expression.
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Figure 6.6 JAK2 is required to regulate BNIP3 but not MT1-MMP transcription
upon Concanavalin-A treatment. U87 cells were transiently transfected with
siScrambled (siScr), siJAK1, siJAK2, siJAK3 or siTyk2 for 24h. Serum-starved cells
were then treated (or not) with 30 pg/mL Concanavalin-A . A) Total RNA was
isolated, cDNA synthesized and qPCR performed as described in the Methods section
to validate JAK1, JAK2, JAK3 and Tyk2 gene expression decreases. B) Conditioned
media were isolated and gelatin zymography performed in order to assess proMMP-2
activation status. C) gRT-PCR were performed to assess BNIP3 and MT1-MMP gene
expressions in vehicle or ConA-treated cells.



124

siScrambled siJak2
= + 4 + Wt-MT1-MMP
e e
-+ VIMP-2
| —— mmmm— | Jak2
l — m— ———| BNIP3
l ] | P-STAT3
|

| STAT3

Figure 6.7 MT1-MMP-mediated induction of BNIP3 and of STAT3
phosphorylation requires JAK2. U87 cells were transiently transfected with
siScrambled or siJAK?2 for 24h. Then, cells were further transiently transfected with a
cDNA plasmid encoding the full length Wt-MT1-MMP recombinant protein (Wt-
MT1-MMP) or with an empty vector. Cell lysates as well as conditioned media were
isolated in order to perform JAK2, BNIP3, P-STAT3 and STAT3 immunodetection
as well as gelatin zymography to assess proMMP-2 activation status.
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Figure 6.8 A MT1-MMP-JAK-STAT signalling axis regulates BNIP3 expression.
Summarized scheme showing the potential mechanism of action of Concanavalin-A-
induced BNIP3 expression in U87 glioblastoma cells. MT1-MMP, is a cell surface
matrix metalloproteinase which, upon stimulation triggers JAK/STAT (this study;
Akla et al., 2012) and other signalling pathways such as that involving IKK/IkB/NF-
kB (Sina et al., 2010). Collectively, these signaling pathways may trigger autophagy
and this is, in part, reflected by induction of BNIP3.



CHAPITRE VII

ARTICLE 3 : EVIDENCE OF MTCBP-1 INTERACTION WITH THE
CYTOPLASMIC DOMAIN OF MT1-MMP : IMPLICATIONS IN THE
AUTOPHAGY CELL INDEX OF HIGH-GRADE GLIOBLASTOMA.

7.1 Contributions

Cet article a été publi€ dans la revue scientifique Molecular Carcinogenesis.

*Les références de cet article seront incorporées a la section Bibliographie.

La référence complete de cet article est sous cette forme :

Pratt J. Iddir M. Bourgault S. & Annabi B. Evidence of MTCBP-1 interaction with the
cytoplasmic domain of MT1-MMP : Implications in the autophagy cell index of high-
grade glioblastoma. (2016) Molecular carcinogenesis. 55(2) : 148-160

Jonathan Pratt : Expérimentation et essais biologiques, analyse des résultats, montage
des figures, rédaction du manuscrit

Mustapha Iddir : Expérimentation et essais biologiques et analyse des résultats
Steve Bourgault : Analyse des résultats et rédaction du manuscrit

Borhane Annabi : Analyse des résultats, montage des figures, rédaction du manuscrit,
conception et financement du projet



127

Evidence of MTCBP-1 interaction with the cytoplasmic domain of MT1-MMP :

Implications in the autophagy cell index of high grade glioblastoma
Jonathan Pratt’, Mustapha Iddir’, Steve Bourgault2 and Borhane Annabi!

From the 'Laboratoire d 'Oncologie Moléculaire, Centre de recherche Biomed, and
%Centre de recherche Pharmagam, Département de Chimie, Université du Québec a

Montréal, Quebec, Canada

Correspondence should be directed to :

Borhane Annabi PhD,

Laboratoire d’Oncologie Moléculaire,
Université du Québec a Montréal, C.P. 8888,
Succ. Centre-ville, Montréal, Québec,
Canada, H3C 3P8; =

Phéne 1 (514) 987-3000 ext 7610;

Fax : (514) 987-0246;

E-mail : annabi.borhane @uqam.ca



128

7.2 Résumé

Le développement tumoral astrocytaire est en partie li€ a la dérégulation des
processus autophagiques. De plus, de récentes études ont démontré que MT1-MMP,
une métalloprotéase de type membranaire contribuant au phénotype invasif des
cellules tumorales cérébrales, est capable d’enclencher une cascade de signalisation
intracellulaire menant a I’induction de I’autophagie. Les fonctions signalétiques de
MTI-MMP nécessite son domaine cytoplasmique, et I’identification récente de
MTCBP-1, une protéine cytoplasmique de 19 kDa impliquée dans I’inhibition de la
migration cellulaire induite par MTI-MMP, suggére que la modulation de la
signalisation médiée par le domaine cytoplasmique de MT1-MMP pourrait affecter
d’autres processus carcinogéniques. Des ADNc générés a partir de biopsies de
tumeurs cérébrales de grade I a IV ont révél€ une corrélation directe entre les niveaux
géniques de MT1-MMP et le grade tumoral, tandis que ceux de MTCBP-1 montrent
exactement I’inverse. Ensuite, les techniques de transfert d’énergie par résonance de
fluorescence (FRET) et de résonance plasmonique de surface ont permis de confirmer
que la délétion du domaine cytoplasmique de MT1-MMP empéchait MTCBP-1
d’interagir avec ce dernier. La surexpression de la protéine recombinante de MT1-
MMP (Wt-MT1-MMP) a quant a elle entrainé une hausse de la production de
vacuoles acidiques autophagiques (AVO) et de la formation de puncta GFP-LC3.
Cette augmentation a compleétement été neutralisée lorsque MTCBP-1 était
surexprimé. Par conséquent, nos données mettent en lumiére un nouveau réle pour
MTCBP-1 dans la régulation de 1’autophagie médiée par MT1-MMP. La corrélation
inverse entre 1’expression de MT1-MMP et celle de MTCBP-1 obtenues dans les
divers grades tumoraux pourrait aussi contribuer 3 la diminution de I’index

autophagique dans les tumeurs de haut grade.

Mots clés : Tumeur cérébrale, métalloprotéase matricielle, chimiorésistance
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7.3 Abstract

Progression of astrocytic tumors is, in part, related to their dysregulated
autophagy capacity. Recent evidence indicates that upstream autophagy signaling
events can be triggered by MT1-MMP, a membrane-bound matrix metalloproteinase
that contributes to the invasive phenotype of brain cancer cells. The signaling
functions of MT 1-MMP require its intracellular domain, and recent identification of
MTCBP-1, a cytoplasmic 19 kDa protein involved in the inhibition of MT1-MMP-
mediated cell migration, suggests that modulation of MT1-MMP cytoplasmic
domain-mediated signaling may affect other carcinogenic processes. Using gPCR and
screening of cDNA generated from brain tumor tissues of grades I, II, III, and IV,
MTI1-MMP gene expression was found to correlate with increased grade of tumors.
Inversely, MTCBP-1 expression decreased with increasing grade of brain tumor.
Confocal microscopy and fluorescence resonance energy transfer (FRET) analysis
revealed that overexpressing a cytoplasmic-deleted MT 1-MMP recombinant protein
mutant prevented MTCBP-1 recruitment to the intracellular leaf of plasma membrane
in U87 glioblastoma cells. The interaction between MTCBP-1 and the 20 amino acids
peptide representing the MT1-MMP cytoplasmic domain was confirmed by surface
plasmon resonance. Overexpression of a full-length Wt-MT1-MMP triggered acidic
autophagy vesicle formation and autophagic puncta formation for green fluorescent
microtubule-associated protein 1 light chain 3 (GFP-LC3). Autophagic vesicles and
GFP-LC3 puncta formation were abrogated in the presence of MTCBP-1. Our data
elucidate a new role for MTCBP-1 regulating the intracellular function of MT1-
MMP-mediated autophagy. The inverse correlation between MTCBP-1 and MT1-
MMP expression with brain tumor grades could also contribute to the decreased

autophagic index observed in high grade tumors.

Keywords: Brain tumor, matrix metalloproteinase, chemoresistance
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7.4 Introduction

Astrocytic tumors are the most common primary brain tumor type in humans.
The World Health Organization (WHO) classifies pilocytic astrocytoma multiforme
as grade I, diffuse astrocytoma as grade II, anaplastic astrocytoma as grade III, and
glioblastoma multiforme as grade IV (Louis et al., 2007). Progression from a low (I
and II)- to a high (III and IV)-grade tumor has been associated with various molecular
alterations (Colman et Aldape. 2008). Among these alterations, defective autophagy,
shown via reduced expression of the Beclin-1 and LC3B-II autophagy biomarkers,
has been suggested to correlate with reduced survival times of patients with astrocytic
tumors (Huang, X. et al., 2010). On the other hand, induction of autophagy processes
by pro-autophagic drugs is also becoming an emerging concept to trigger cell death in
high grade gliomas and to exploit caspase-independent programmed cell death
pathways for the development of novel brain tumor therapies (Kogel et al., 2010).
Although high-grade gliomas are characterized with reduced expression of
autophagy-related proteins when compared to low-grade gliomas, it is still unclear
whether dysregulation of autophagy in advanced brain cancer would promote survival

or death upon various therapeutic settings.

A low autophagy index in tumorigenesis has been inferred by recent studies
where autophagic capacity was decreased during the progression of many tumors.
Supporting this, autophagy could be induced in those tumors by numerous anti-tumor
agents, ultimately leading to apoptotic cell death (Paglin et al., 2001; Takeuchi et al.,
2005; Yang, Z. J. et al., 2011). The intrinsic molecular mechanisms involved remain,
however, largely unknown. In fact, very few upstream signaling events have been
shown to link apoptotic (type I) to autophagic (type II) cell death in high-grade
gliomas. An interesting link between type I and type II cell death was, however,

recently found to involve the CCAAT/enhancer binding protein (EBP) homologous
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transcription factor C/EBP homologous protein/growth arrest and DNA damage-
inducible gene 153 (GADD153) in the regulation of apoptosis and autophagy (Emdad
etal.,2011). MT1-MMP, a membrane type-1 matrix metalloproteinase, is also among
the biomarkers documented to trigger both apoptotic and autophagic signaling events
(Annabi et al., 2003c; Augustin et al., 2009; Langlois et al., 2005; Markovic et al.,
2009; Pratt et al., 2012). In fact, given the recent link between endoplasmic reticulum
(ER) stress, apoptosis and autophagy (Benbrook et Long. 2012; Schleicher et al.,
2010), MT1-MMP’s intracellular signaling roles become even more relevant as ER
stress was also found to be induced in glioblastoma cells overexpressing MT1-MMP
(Proulx-Bonneau et al., 2011b). Finally, exploiting the altered metabolism that
characterizes brain tumor cells (Galeffi et Turner. 2012; Wolf et al., 2010), MT1-
MMP was found to transcriptionally downregulate the expression of a microsomal
glucose-6-phosphate transporter, whose elevated expression in glioblastoma controls
cell survival (Belkaid et al., 2006), and whose downregulation in cells overexpressing

MT1-MMP triggered cell death (Belkaid et al., 2007).

How MT1-MMP-mediated downstream signaling events are controlled and
which intracellular components are involved in MT1-MMP transducing functions is
currently poorly understood. MT1-MMP’s intracellular domain-mediated signaling
was already shown to trigger events that led to phosphorylation of signaling
intermediates including signal transducer and activator of transcription 3 (Zgheib et
al., 2013), extracellular signal-regulated kinase (Gingras et al., 2001), and nuclear
factor-kappa B (Sina et al., 2010), as well as inducing the expression of RhoA
(Annabi et al., 2005). Whether such MT1-MMP-mediated events require intracellular
binding partners to interact with the 20 amino acid intracellular domain of MT1-
MMP remains unknown. In fact, several MT1-MMP cytoplasmic domain binding
proteins have been identified and include the u2 subunit of adaptor protein 2 (Uekita
et al., 2001), gC1gR (Rozanov et al., 2002), p130Cas (Gingras et al., 2008) and the
phosphorylated form of caveolin-1 (Labrecque ez al., 2004). MT1-MMP cytoplasmic
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tail-binding protein-1 (MTCBP-1), a new member of the Cupin superfamily, was also
suggested as a possible multifunctional protein acting as an invasion suppressor and
was shown to be down-regulated in tumors (Uekita et al., 2004). Although
preliminary evidence suggested that it bound to the MT1-MMP cytoplasmic domain,
little is known regarding its capacity to affect the intracellular signaling events

triggered by MT1-MMP.

In the current study, we first addressed the possible correlative
interrelationship that would link MT1-MMP and MTCBP-1 expression using
clinically-validated grade I to grade IV human brain tumor tissues. We next used
fluorescence resonance energy transfer by acceptor photobleaching (FRET-AP) and
surface plasmon resonance analysis to evaluate the requirement of the MT1-MMP
cytoplasmic domain for MTCBP-1 recruitment and interaction. Finally, we tested the
functional impact of MTCBP-1 on MT1-MMP-mediated autophagy signaling in

glioblastoma cells.
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7.5 Material and methods

Materials : Sodium dodecylsulfate (SDS) and bovine serum albumin (BSA)
were purchased from Sigma-Aldrich (Oakville, ON). Cell culture media was obtained
from Life Technologies (Burlington, ON). Electrophoresis reagents were purchased
from Bio-Rad (Mississauga, ON). The HyGLO™ chemiluminescent HRP antibody
detection reagents were from Denville Scientific Inc. (Metuchen, NJ). Micro
bicinchoninic acid protein assay reagents were from Pierce (Rockford, IL). The
polyclonal antibodies against MTCBP-1 and GAPDH were purchased from Cell
Signaling (Danvers, MA). The monoclonal anti-MT1-MMP catalytic domain
antibody clone 3G4.2 was from EMD Millipore (Billerica, MA). The anti-Turbo-GFP
antibody was from Origene (Rockville, MD). The polyclonal anti-TIMP-2 antibody
was from Chemicon International (Temecula, CA). Horseradish peroxidase-
conjugated donkey anti-rabbit and anti-mouse IgG secondary antibodies were from
Jackson ImmunoResearch Laboratories (West Grove, PA). All other reagents were

from Sigma-Aldrich Canada.

Cell culture : The human U87 glioblastoma cell line was purchased from
American Type Culture Collection (Manassas, VA) and maintained in Eagle’s
Minimum Essential Medium containing 10% (v/v) calf serum (HyClone Laboratories,
Logan, UT), 1 mM sodium pyruvate, 100 units/ml penicillin and 100 mg/ml
streptomycin. Cells were incubated at 37°C with 95% air and 5% CO..

Transfection method and RNA interference : Cells were transiently
transfected with 20 nM siRNA against MT1-MMP (Hs_MMPI14_6 HP validated
siRNA; QIAGEN, S103648841) or scrambled sequences (AllStar Negative Control
siRNA; QIAGEN, 1027281) using Lipofectamine 2000 transfection reagent
(Invitrogen, CA). MT1-MMP-specific gene knockdown was evaluated both by qRT-
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PCR and typically ranged over 90% of inhibition of gene expression (not shown) as

well as through the functional activation of latent proMMP-2 into active MMP-2 by
gelatin zymography.

TissueScan cDNA arrays of grades I-IV brain tumour tissues
TissueScan™ cancer and normal tissue cDNA arrays were purchased from OriGene
(Rockville, MD), covering 43 clinical samples of the four stages of brain cancer as
well as normal tissues, and were used to assess MT1-MMP and MTCBP-1 gene
expression according to the manufacturer’s recommendation. Tissue cDNAs in each
array are synthesized from high quality total RNAs of pathologist-verified tissues,
normalized and validated with B-actin in two sequential qPCR analyses, and
accompanied by clinical information for 18 WHO grade I, 11 WHO grade II, 10
WHO grade II1, and 2 WHO grade IV brain tumours.

Gelatin zymography : Gelatin zymography was used to assess the extent of
proMMP-2 gelatinolytic activity and activation status as previously described
(Zgheib et al., 2013). Briefly, an aliquot (20 ul) of the culture medium was subjected
to SDS-PAGE in a gel containing 0.1 mg/ml gelatin, a substrate that is efficiently
hydrolyzed by proMMP-2 and MMP-2. The gels were then incubated in 2.5% Triton
X-100 and rinsed in nanopure distilled H,O. Gels were further incubated at 37°C for
20 hrs in 20 mM NaCl, 5 mM CaCl,, 0.02% Brij-35, 50 mM Tris-HCI buffer, pH 7.6,
then stained with 0.1% Coomassie Brilliant blue R-250 and destained in 10% acetic
acid, 30% methanol in H,O. Gelatinolytic activity was detected as unstained bands on

a blue background.

Immunoblotting procedures : Proteins from control and treated cells were
separated by SDS-PAGE. After electrophoresis, proteins were electrotransferred to

polyvinylidene difluoride membranes which were then blocked for 1 hr at room
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temperature with 5% non-fat dry milk in Tris-buffered saline (150 mM NaCl, 20 mM
Tris—=HCI, pH 7.5) containing 0.3% Tween-20 (TBST). Membranes were further
washed in TBST and incubated with the primary antibodies (1/1,000 dilution) in
TBST containing 3% bovine serum albumin and 0.1% sodium azide, followed by a 1
hr incubation with horseradish peroxidase-conjugated anti-rabbit or anti-mouse IgG
(172,500 dilution) in TBST containing 5% non-fat dry milk. Immunoreactive material

was visualized by chemiluminescence.

Immunofluorescent microscopy : U87 cells were harvested on cover slips,
transiently transfected with a combination of cDNA plasmids encoding for a full
length Wt-MT1-MMP recombinant protein (Wt-MT1-MMP), a deleted-cytoplasmic
domain recombinant protein (Acyto-MT1-MMP), green fluorescent protein (GFP),
GFP-LC3, GFP-mCherry-LC3 or a chimeric GFP-MTCBP-1. Media was removed
and cells were fixed in 10% formalin phosphate buffer (Fisher Scientific, Ottawa,
ON) for 20 min, and then blocked for 1 hr in 1% BSA/PBS/NaN3;. Immunostaining
was performed for 1 hr with the anti-MT1-MMP antibody 1:200 in 1%
BSA/PBS/NaN;, followed by 1:200 Rhodamine Red-X donkey anti-mouse IgG
(Invitrogen, ON). A solution of 10 pg/ml DAPI diluted in PBS was used to stain the

nuclei. Fluorescence was then examined by microscopy.

Detection of acidic vesicular organelles (AVO) and of GFL-LC3 puncta :
U87 glioblastoma cells were serum-starved in media containing the different
conditions of transfections (siRNA, cDNA plasmid encoding recombinant forms of
MTI1-MMP) or treatments with Concanavalin-A (ConA; Sigma-Aldrich Canada,
L7647). Acridine Orange (0.5 pg/mL; Sigma-Aldrich Canada, A6014) was added to
each well, cells were incubated for 15 min at 37°C in the dark. Fluorescence was then
examined by flow cytometry in FL3-H upper quadrants. Transient cell transfection

with pEGFP-LC3 or pEGFP-m-Cherry-LC3 (generously provided by Dr Patrick



136

Labonté, INRS-IAF, Qc), Wt-MT1-MMP, or Acyto-MT1-MMP cDNA plasmids was
performed using lipofectamine 2000 as previously described (Proulx-Bonneau et al.,
2011b). Fluorescence of GFP-LC3 puncta was then examined by flow cytometry in

FL1-H lower right quadrants.

FRET acceptor bleaching microscopy : Acceptor bleaching experiments
were performed using a Nikon Eclipse Ti confocal microscope. Fluorescence images
of the fixed cells were taken as single optical sections using a 63X Planapochromat
(NA = 1.4) oil immersion objective focused to the middle of the cell along the Z axis.
The pinhole size was adjusted to 1.5 Airy units. The cells overexpressing GFP fusion
proteins (GFP alone or GFP-MTCBP-1) were imaged using a 488 nm laser line
excitation and a 530DF30 filter for emission. Alexa Fluor 568-coupled secondary
antibody was used to assess the overexpressed cell surface-localized recombinant Wit-
MT1-MMP or Acyto-MT1-MMP proteins using a 561 nm laser line excitation and a
LongPass (LP570) filter for emission. Images were analyzed using NIS-Elements 4.0
C software from Nikon. Bleaching experiments were performed as follows: A region
of interest (ROI) was chosen at the cell membrane (Yellow ellipse), inside the cell
(Blue rectangle) and outside the cell (Background). Before starting the repetitive
bleaching procedure, three prebleaching images were recorded in both channels.
Afterwards, the power of the 561 nm laser line was set to 5% and 100% for the
imaging and bleaching illuminations, respectively. Five consecutive cycles of one
second of ‘bleaching in the region of interest and 1 sec of sequential imaging
acquisitions of the green and red channels were performed. These FRET acceptor
bleaching experiments were performed on 10 cells from each condition and for 3
different regions of interest, for a total of 30 FRET analysis for each condition of co-

transfections.
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Surface plasmon resonance analysis : SPR analyses were performed using a
Biacore T200 instrument (GE Healthcare). MTCBP-1 recombinant protein
(Fitzgerald industries international, Acton, MA) was immobilized on a
carboxymethylated dextran CMS5 sensor chip (GE Healthcare) using an amine-
coupling strategy. Briefly, the sensor chip surface was activated with a 1:1 mixture of
N-hydroxysuccinimide and 3-(N,Ndimethylamino)-propyl-N-ethylcarbondiimide.
MTCBP-1 solution (20 pg/mL) was injected at a flow rate of 10 uL/min using HBS-
N running buffer (10 mM HEPES, 150 mM NaCl, pH 7.4) to reach a level of
immobilization of 400 RU. Surfaces (protein and reference) were blocked by the
injection of an ethanolamine solution. Binding kinetics of a peptide encompassing the
entire intracellular cytoplasmic domain of MT1-MMP
(RRHGTPRRLLYCQRSLLDKV) and of a relative scrambled peptide
(YHLSPQPRKEKRVYYKRTAR) over the MTCBP-1 sensor chip was evaluated in
HBS-N buffer at increased concentrations (6.25 to 100 pM) at a flow rate of 20
uL/min. The sensor chip was regenerated by injecting 20 pL of a 10 mM glycine
solution, pH 3. Binding sensograms were obtained by subtraction of the reference
flow cell. Experiments were performed in duplicate and data analysis was performed

using the BIAevaluation software package (GE Healthcare).

Statistical data analysis : FRET data are representative of 30 FRET analysis
on 10 cells from each condition. For all the other experiments, three independent
experiments were performed and statistical significance was assessed using Student’s
unpaired t-test. Probability values of less than 0.05 were considered significant and an

asterisk identifies such significance in the respective figures.
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7.6 Results

High grade brain tumors express low MTCBP-1 and high MT1-MMP. The
classification of brain tumors is based on the premise that each type of tumor results
from the abnormal growth of a specific cell type. To the extent that the behavior of a
tumor correlates with basic cell type, tumor classification often dictates the choice of
therapy and predicts prognosis. The WHO grading system classifies grade I brain
tumors as benign and slow growing, while grade IV are the most malignant (Louis et
al., 2007). In order to evaluate the extent of MT1-MMP and MTCBP-1 expression in
all four brain tumor grades, we used a cDNA tissue array to assess the transcript
levels of each of these biomarkers. We found that MTCBP-1 was highly expressed in
low invasive grade I brain tumor tissues and tended to decrease in highly invasive
high grade tumors (Fig.7.1A, right panel). Inversely, MTI1-MMP expression
increased with the tumor grade (Fig.7.1A, left panel) in accordance with previous
observations reporting that increased MT1-MMP expression predicts poor survival in
human glioma (Wang, L. et al., 2013). A scheme of the molecular signature
characterizing the current hypothesized models of low MT1-MMP/MTCBP-1
expression ratio in low grade brain tumors versus high MT1-MMP/MTCBP-1
expression ratio is depicted (Fig.7.1B). Whether overexpressing MTCBP-1 in U87
cells derived from high grade glioblastoma translates into colocalization with MT1-
MMP at the plasma membrane, and how this affects MT1-MMP-mediated autophagy

was next investigated.

FRET- and SPR-based evidence of MTCBP-1 interaction with MT1-MMP’s
cytoplasmic domain in U87 glioblastoma cells. In order to accurately determine
MTCBP-1’s capacity to interact with the intracellular domain of MT1-MMP, the
protein expression of a recombinant form of MTCBP-1 was first validated in

transiently-transfected U87 glioblastoma cells with various amounts of a cDNA
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plasmid encoding MTCBP-1 fused to green fluorescent protein (GFP). When cell
lysates were electrophoresed and immunoblotting performed, we found that
immunoreactive material increased dose-dependently with maximal expression
reached at 1 pg of plasmid DNA, and that the protein could be detected using either
an anti-MTCBP-1 antibody or an anti-turbo-GFP antibody (Fig.7.S1A, in the
supplemental data section). Fluorescence microscopy also enabled us to confirm the
expression of the recombinant GFP-MTCBP-1 protein (Fig.7.S1B, in the
supplemental data section). Using confocal microscopy and fluorescence resonance
energy transfer (FRET) analysis, we next looked for evidence of interaction between
MTCBP-1 and MTI1-MMP. We performed transient co-transfections with
combinations of cDNA plasmids encoding Wt-MT1-MMP with GFP or with GFP-
MTCBP-1, as well as co-transfections of cDNA plasmids encoding a cytoplasmic-
deleted form of MT1-MMP (Acyto-MT1-MMP) also with GFP or GFP-MTCBP-1 in
U87 glioblastoma cells. As expected, the co-expression of GFP alone with either Wt-
MT1-MMP or Acyto-MT1-MMP, the latter being demonstrated by increased red
labeling at the cell surface, did not show any significant changes in green
fluorescence (Fig.7.2A and C). Interestingly, only co-expression of GFP-MTCBP-1
with Wt-MT1-MMP showed an increased green fluorescence after acceptor
bleaching, suggesting that MTCBP-1 is recruited and interacts with the cytoplasmic
domain of recombinant MT1-MMP (Fig.7.2B and D). To confirm FRET in the region
of interest (ROI) only, measurements in the control region (blue rectangles) and in the
ROI (yellow ellipse) were taken. None of the co-transfections revealed any
significant changes in the green or red emission fluorescence in the control region,
confirming that there are no diffused FRET signals outside the ROI (Fig.7.2E and F).
FRET between GFP-MTCBP-1 and Wt-MT1-MMP (Fig.2H, open circles) is
confirmed by the increase in 488 nm green fluorescence, while the other co-
transfections didn’t show any changes in any fluorescence filter (Fig.7.2G and H).

Finally, surface plasmon resonance analyses were performed in order to monitor the
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interaction between a 20 amino acids peptide encompassing the entire MT1-MMP’s
cytoplasmic domain and MTCBP-1 immobilized on the sensor chip surface. Using a
steady-state affinity model, we found that the peptide encoding the MT1-MMP
cytoplasmic sequence interacted with MTCBP-1 with a Kp of 12.8 uM (Fig.7.2],
right panel). In a control experiment, injection of a scrambled 20 amino acids
sequence peptide with similar physicochemical properties (net charge at physiological
pH, hydropathicity index, theoretical pl, molecular weight) resulted in a sensorgram
showing no significant interaction (Fig.7.21, left panel), strongly suggesting that the
peptide derived form MTI1-MMP’s cytoplasmic domain interacted specifically but
with moderate affinity with MTCBP-1. Co-immunoprecipitation experiments have
also been performed using anti-MTI-MMP antibody to immunoprecipitate
recombinant MTCBP-1 from MTCBP-1-transfected cells (Fig.7.S2, in the

supplemental data section).

MTI1-MMP overexpression triggers autophagy events and is abrogated by
MTCBP-1. Given the close proximity of MTCBP-1 and MT1-MMP, we sought to
functionally characterize the effects of their interaction by assessing the newly
identified autophagy-mediated events triggered by MT1-MMP (Pratt et al., 2012). To
this end, we overexpressed the full length Wt-MT1-MMP or the Acyto-MT1-MMP
forms alone or in combination with GFP or GFP-MTCBP-1 (Fig.7.3A, top three
upper panels). Proper membrane location and functional validation of both MTI-
MMP recombinant constructs was confirmed by gelatin zymography, where latent
proMMP-2 activation into MMP-2 was visualized (Fig.7.3A, lowest panel).
Recombinant MTCBP-1 protein expression was also only observed in GFP-MTCBP-
1-transfected cells but not in GFP-transfected cells (Fig.7.3A) and did not alter MT1-
MMP’s capacity to activate proMMP-2, in accordance with previous reports (Uekita
et al., 2004). Given its role in the regulation of MT1-MMP auto-proteolytic activity,

the tissue inhibitor of metalloproteinase-2 (TIMP-2) expression profiling was
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monitored and found not to be altered (Fig.7.3A). Moreover, the auto-proteolytic
activity of MT1-MMP was also found unaltered given similar levels of the 43-kDa
inactive fragment of MT1-MMP were assessed (Fig.7.S3, in the supplemental data
section). Altogether, this suggests that the MT1-MMP/TIMP-2 complex is unaltered
and functional in any given conditions tested. When autophagy acidic vesicles
formation was assessed (Fig.7.3B), we found that Acridine Orange staining
significantly increased upon Wt-MT1-MMP overexpression, and this was abrogated
by co-expressing MTCBP-1 (Fig.7.3C). Neither Acyto-MT1-MMP nor MTCBP-1
overexpression triggered significant increases in Acridine Orange staining,
confirming the absolute requirement for the intracellular domain of MT1-MMP.
Measurement of GFP-LC3 puncta formation in cells overexpressing a combination of
Wt-MT 1-MMP, Acyto-MT1-MMP, GFP, or GFP-MTCBP-1 was also performed and
visualized either by fluorescent microscopy (Fig.7.4A and B) or measured by a
decrease in fluorescence by flow cytometry (Fig.7.4C). In support of the Acridine
Orange staining, we found that puncta formation occurred only in those cells
overexpressing Wt-MT1-MMP, and that overexpression of MTCBP-1 abrogated Wt-
MTI1-MMP-induced LC3 puncta (Fig.7.4B), and as reflected by a decrease in the
geometric mean (GMean) of fluorescence (Fig.7.4C). The quantification of total
punctae/cells has also been performed for all the experimental conditions and the
analysis provided in the supplemental figure Fig.7.S4. Altogether, these data suggest
that the balance between MT1-MMP-mediated signaling and MTCBP-1 expression

may contribute to the autophagic index of the cancer cell.

Concanavalin-A-induced autophagy requires MT1-MMP and is abrogated
by MTCBP-1 overexpression. Concanavalin-A is a lectin well documented to trigger
MT1-MMP expression and to induce autophagy (Annabi et al., 2002a; Lei et Chang.
2007). We therefore evaluated the impact of MT1-MMP gene silencing in control and
ConA-treated cells. Effective silencing of MT1-MMP altered ConA’s capacity to
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trigger proMMP-2 activation (Fig.7.5A) confirming its involvement in ConA
functions, and was further found to abrogate ConA induction of autophagic vacuole
formation (Fig.7.5B and C). We next assessed the impact of MTCBP-1
overexpression upon ConA’s capacity to induce autophagic acidic vesicles. Cells
were therefore transiently-transfected with cDNA plasmids expressing either GFP or
GFP-MTCBP-1, then treated or not with various concentrations of ConA (Fig.7.5D).
We found induction of autophagic acidic vesicles in all cells which had not
incorporated GFP (Fig.7.5E, upper panel, closed circles) or which had not
incorporated GFP-MTCBP-1 (Fig.7.5E, upper panel, and open circles). On the other
hand, while fluorescent cells which expressed GFP were still found sensitive to
autophagic acidic vesicle formation (Fig.7.5E, lower panel, closed circles), those
which had overexpressed GFP-MTCBP-1 became resistant to ConA-mediated
induction of autophagy (Fig.7.5E, lower panel and open circles). Interestingly, several
main regulators of autophagy (LC3, ATG3, ATG5, ATG12, ATG16L1, BNIP3),
which expression was tested by qRT-PCR, were not found induced by ConA, neither
affected by MTCBP-1 in U251 cells, an alternate glioblastoma cell line which gene

and protein profiles differ from those of U87 cells (data not shown).
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737 Discussion

Resistance to apoptotic cell death, a hallmark of most cancers, has driven the
search for novel targets in cancer therapy. The autophagy pathway is among such
targets currently being explored in multiple cancers including gliomas, and is a
promising avenue for further therapeutic development (Kaza et al., 2012). A better
understanding of autophagy regulation and of autophagy-inducing mechanisms is
therefore an emerging area of interest in brain cancer research. Given that progression
of astrocytic tumors into more aggressive and chemoresistant phenotypes is, in part,
related to their decreased autophagic capacity (Huang, X. et al., 2010), appropriate
modulation of autophagy may therefore sensitize tumor cells to anticancer therapy
(Shingu et al., 2009). In this study, we highlight novel MT1-MMP-to-MTCBP-1-
mediated mechanisms, showing enhanced MT1-MMP expression in high grade
tumors and enhanced MTCBP-1 expression in low grade tumors (Fig.7.1A). Since we
have also shown that MTCBP-1 abrogates MT1-MMP-mediated signaling that
triggered autophagy, our data suggest that high grade brain tumors may possibly
exhibit unregulated MT 1-MMP-mediated autophagy processes that may enable these
cancers to escape cell death-inducing therapeutic modalities that trigger, in part, cell
autophagy. Together with the fact that cellular stresses such as hypoxia induce both
autophagy (Brahimi-Horn et al., 2011) and MT1-MMP (Annabi et al., 2003b; Proulx-
Bonneau et al., 2011a), these adaptive mechanisms may help established tumors to

survive (Eskelinen. 2011).

Our study further sheds light on the dual pro-apoptotic and autophagic
capacities of biomarkers, such as MT1-MMP, that exhibit both properties. For
instance, small-interfering RNA-mediated gene silencing of CHOP/GADDI153

resulted in increased cell viability, decreased upregulation of LC3II and of cleaved
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caspase-3, and inhibition of apoptosis and autophagy (Emdad et al., 2011). In support
of this, the dual role of MT1-MMP in apoptosis as well as in autophagy was shown
through direct and indirect evidence (Belkaid et al., 2007; Langlois et al., 2005; Pratt
et al., 2012; Proulx-Bonneau et al., 2011b). Beyond the evidence that MT1-MMP
bears combined pro-apoptotic and pro-autophagic transducing properties, our study
highlights an unreported role for MTCBP-1, in addition to its ability to inhibit MT1-
MMP-mediated cell invasion (Uekita et al., 2004), in abrogating MT1-MMP’s ability
to trigger autophagy. Given that MTCBP-1 expression is low in highly invasive
tumors, this observation strengthens the concept that high grade brain tumors possess
cell death-escaping properties, possibly through dysregulated autophagy. In support
of this, an oligonucleotide microarray of metastasis-related genes in genistein-treated
HCC1395 breast cancer cells demonstrated upregulated expression of MTCBP-1
(Lee, W. Y. et al., 2007). Given that genistein can induce both apoptotic and
autophagic cell death (Gossner er al., 2007); it has the potential to circumvent
chemoresistance due to alterations in apoptotic signaling. Whereas a variety of other
food components including vitamin D, selenium, curcumin, and resveratrol have also
been shown to stimulate autophagy vacuolization (Singletary et Milner. 2008), it
remains difficult to determine if induction of autophagy is a protumorigenic or

antitumorigenic response.

While the Kd constants, as determined by SPR, may appear insufficient to
infer efficient interaction between MTCBP1 and MT1-MMP in vivo, we still provide
evidence for MTCBP-1 and MTI1-MMP interaction using immunoprecipitation
approaches. The SPR-derived constants most likely relate to the fact that the peptide
derived from MT1-MMP does not necessarily adopt a precise and optimal secondary
structure in the absence of the remaining protein. Moreover, the interaction observed
in vivo between MTCBP1 and MT1-MMP may probably also mostly occur in the
vicinity of the plasma membrane, a somewhat hydrophobic environment. In sharp

contrast, the SPR assays are required to be performed in aqueous solution. These
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conditions may therefore prevent the MT1-MMP-derived peptide to adopt a precise
3D conformation allowing for perfect positioning of the residues side chains involved
in the interaction. Nevertheless, our current SPR data show that a short peptide
derived from MT1-MMP can interact specifically with a relatively good affinity with
MTCBP-1, in contrast to a scrambled sequence peptide with similar net charge and

molecular weight.

Our study also supports the possible development of therapeutic strategies
targeting the transducing events mediated by MT1-MMP’s intracellular domain.
Structure-function studies have already confirmed that MT1-MMP induces the
expression of biomarkers such as cyclooxygenase-2 in inflammation (Annabi et al.,
2009b; Proulx-Bonneau et al., 2011b), BNIP-3 in autophagy (Pratt et al., 2012),
endothelial tubulogenesis (Pilorget et al., 2005), and apoptosis (Belkaid et al., 2007).
ConA was also confirmed to trigger autophagy (Lei et Chang. 2007) and to, in part,
require MT1-MMP-mediated signaling (this study). Interestingly, inhibition of the
intracellular domain Tyr573 phosphorylation of MT1-MMP by either genistein (Li,
L. et al., 1997; Yu, M. et al., 1997) or through site-directed mutagenesis approaches
(Zgheib et al., 2013), inhibited ConA-mediated or recombinant MT1-MMP’s
transducing functions. Furthermore, ConA-induced signaling cascades, in which
MT1-MMP served as an intermediate, were also recently found to be triggered and
highlighted a role for transcription factors including NF-xB (Sina et al, 2010),
STAT3 (Akla et al, 2012), and HIF-loo (Proulx-Bonneau et al, 2011la).
Pharmacological strategies targeting MT1-MMP functions recently included the use
of tetra- and hexavalent mannosides which inhibited the pro-apoptotic effects of
ConA (Fortier et al., 2008), epigallocatechin-3—gallé1te which inhibited colony-
stimulating factor-2, and -3 expression (Zgheib et al., 2013). Whether these agents
also modulate MT1-MMP-mediated autophagy remains to be explored. Finally, gene
silencing of pl30cas, another MT1-MMP interacting partner in endothelial cells
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(Gingras et al., 2008) whose expression is associated with poor clinical outcome in
human ovarian carcinoma (Nick ez al., 2011), decreased tumor growth through

stimulation of combined apoptotic and autophagic cell death (Nick et al., 2011).

In conclusion, our data suggest that the signaling balance that is involved in
the modulation of the autophagy index is crucial in dictating the survival or death
decision that cells take during metabolic adaptation and tumor progression (Janji et
al., 2013). The MT1-MMP-to-MTCBP-1 expression ratio may be one of these “go-
no-go” decision making processes (schematized in Fig.7.6). Although our study does
not exclude the contribution of a potential yet unidentified third partner, our FRET
analysis data allows us to confidently confirm the molecular proximity of MTCBP-1
and MT1-MMP intracellular domain at angstrom distances ranging from 10-100 A
(Sekar et Periasamy. 2003), while our SPR analysis data evidences specific
interaction between MTCBP-1 and the intracellular MT1-MMP domain. We believe
that identification and functional characterization of intracellular MT 1-MMP binding
partners, such as MTCBP-1, may enable the development of future therapeutic
strategies aimed at exploiting intracellular MT1-MMP transducing functions which

contribute to the invasive and chemoresistant phenotype of glioblastoma.
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Figure 7.1 MT1-MMP and MTCBP-1 gene expression profiling in grades I-IV
brain tumour tissues. A) TissueScan™ cancer and normal tissue cDNA arrays from
43 clinical samples covering four stages of brain cancer were used to compare MT1-
MMP and MTCBP-1 gene expression. Tissue cDNAs in each array were synthesized
from high quality total RNAs of pathologist-verified tissues, normalized and
validated with B-actin and provided with clinical information for 18 WHO grade I, 11
WHO grade II, 10 WHO grade III, and 2 WHO grade IV brain tumours. B) Scheme
summarizing the hypothesis that MT1-MMP-to-MTCBP-1 ratio may be indicative of
high grade tumors resistance to cell death. Low grade astrocytic tumors are benign
and slow growing tumors characterized by regulated autophagy, sensitivity to
apoptosis and a low MT1-MMP/MTCBP-1 ratio. Transition to highly invasive and
infiltrating high grade tumors is characterized by dysregulated autophagy, resistance
to apoptosis, and high MT1-MMP/MTCBP-1 ratios. We hypothesize new functions
of MTCBP-1 in the regulation of MT1-MMP-mediated autophagy signalling, and
suggest that the MT1-MMP-to-MTCBP-1 ratio may contribute to the acquisition of a
cell death resistant phenotype in high grade brain tumors.



148

Before After
bleaching bleaching

m
@

140 100
3 £ £
130 80
a & g g
IG - w® ®
< a 8120 g e
o § 5 §
3 < £ g
T - S 110 S 40
b o 2 = =
= : s K]
= -] a g
U = E 100 E 20
= 2 5 5
: * *
90 0
024 66101214 024 6 B101214
Time (seconds) Time (seconds)
B. D. H.
- 140 140
q E €
b a c c
-9 m
o o 8 120 8 1%
e £ ® 8
= g e 8
o & 5 120 £ 120
w [ H] 3
(L) -~ 1= |4
T 5 310 810
8 c £ z
v ; £ 100 £ 100
ps = 5 5
= 3 ; *
§ L 90 90
4 024 6801214 024 6 8101214
Time {seconds) Time (seconds)

|. 350 rscrambled : YHLSPQPRKEKRVYYKRTAR 350 £ MT1-MMP : RRHGTPRRLLYCQRSLLDKYV
KD=128x 106 M
Kon = 8885 (1/Ms)
300 300 | Koff = 0.055 (1/s)
100 uM
5 250 230
g 50 uM
€ 200 200
a
]
2
g 150 180 — 25.M
-] / 7
]
e 12.5 UM
% 400 100 o] &
( \\ 6.25 uM
50 S0 \\
- -
o L X = z 5 e i il o [ T S Ta— —]
-%0 0 50 100 150 200 250 -50 D 50 100 150 200 250
Time (seconds) Time (seconds)

Figure 7.2 FRET- and SPR-based evidence of MTCBP-1 recruitment and
interaction with MT1-MMP’s cytoplasmic domain in U87 glioblastoma cells.
U87 glioblastoma cells were transiently transfected with combinations of plasmid
cDNAs encoding either a full length MT1-MMP recombinant protein (Wt-MT1-
MMP), a cytoplasmic domain-deleted MT1-MMP recombinant protein (Acyto-MT1-
MMP), a GFP recombinant protein and a GFP-MTCBP-1 recombinant protein. Cells
were prepared for FRET acceptor bleaching procedure as described in the Methods
section. A-D) Photobleaching was performed at 561 nm and images were taken
before and after acceptor bleaching in 488 nm green fluorescence and in 568 nm red
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fluorescence. Blue rectangles and yellow ellipses represent respectively the control
region and the region of interest (ROI). E-H) Measurements of the FRET signals
were taken for 5 cycles (see the Methods section) for the 488 nm green fluorescence
and the 568 nm red fluorescence for the control region and the ROI (G-H). The
different co-transfection conditions are as follows : A (Wt-MT1-MMP/GFP), A
(Acyto-MT1-MMP/GFP), o (Wt-MT1-MMP/GFP-MTCBP-1) and e (Acyto-MT1-
MMP/GFP-MTCBP-1). Interactions of a peptide encompassing the entireMT1-
MMP’s intracellular cytoplasmic domain (I, right panel) and of a relative 20 amino
acid scrambled sequence peptide (I, left panel) to MTCBP-1 were detected by surface
plasmon resonance analysis. MTCBP-1 was immobilized on a CMS sensor chip and
peptides were injected with concentrations ranging from 6.25 to 100 puM. The
reference-subtracted response curves were analyzed using the BIAevaluation
software package and fit to a steady-state affinity model.
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Figure 7.3 MT1-MMP overexpression triggers autophagy events and is
abrogated by MTCBP-1. A) U87 glioblastoma cells were transiently transfected
with combinations of plasmid cDNAs encoding either a full length MT1-MMP
recombinant protein (Wt-MT1-MMP), a cytoplasmic domain-deleted MT1-MMP
recombinant protein (Acyto-MT1-MMP), a GFP recombinant protein, a GFP-
MTCBP-1 recombinant protein, or with an empty pcDNA vector (Mock). Cell lysates
as well as conditioned media were isolated as described in the Methods section in
order to perform MT1-MMP, MTCBP-1 and GAPDH immunodetections or gelatin
zymography to assess proMMP-2 activation status (cropped blots/gels are shown for
the 4 panels and full-length blots/gels can be seen at supplemental Fig.7.S3). B) Cells
were stained with Acridine Orange, while acidic vacuole formation (FL3-H) and
GFP-associated fluorescence (FL1-H) were examined by flow cytometry as described
in the Methods section. C) A representative histogram of the extent of autophagic
vacuole formation is shown.
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Figure 7.4 Overexpression of MTCBP-1 inhibits MT1-MMP-mediated induction
of LC3 puncta. A) U87 glioblastoma cells were transiently co-transfected with
cDNA plasmids encoding either a full length Wt-MT1-MMP, a cytoplasmic-deleted
Acyto-MT1-MMP, or empty pcDNA (Mock) in combination with either a plasmid
encoding GFP or a plasmid cDNA encoding pEGFP-LC3. Samples were fixed 24
hours later, immunostaining was performed for recombinant MT1-MMP expression
at cell surface membranes (in red), and nuclei counterstained with Hoechst 33342 (in
blue). Photomicrographs showing the intracellular distribution of exogenous LC3 (in
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green) were taken using a fluorescence microscope. Characteristic punctate of
pEGFP-LC3 staining can be observed in Wt-MT1-MMP-transfected. B) Similar
transient co-transfections were performed with combinations of plasmid cDNAs
encoding Wt-MT1-MMP, GFP-MTCBP-1, or GFP-mCherry-LC3. C) Puncta
formation was also assessed by flow cytometry and reflected by a decrease in the
geometric mean of fluorescence as compared to the Mock condition.
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Figure 7.5 Concanavalin-A-induced autophagy requires MT1-MMP and is
abrogated by MTCBP-1 overexpression. A) Conditioned media was isolated from
serum-starved U87 cells transiently transfected with either siScrambled or siMT1-
MMP siRNAs as described in the Methods section in order to assess ConA-mediated
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proMMP-2 activation. B) Gene silencing was performed with either siScrambled or
siMT1-MMP in U87 glioblastoma cells. Cells were then serum-starved in the
presence or absence of 30 pg/ml ConA for 24 hrs, stained with Acridine Orange and
acidic vacuole formation (FL3-H) examined by flow cytometry as described in the
Methods section. C) A representative histogram of the extent of autophagic vacuole
formation is shown. D) U87 glioblastoma cells were transiently transfected with
cDNA plasmids encoding either recombinant GFP or recombinant GFP-MTCBP-1,
then treated with various concentrations of Concanavalin-A (ConA concentrations in
pg/ml indicated in the upper right quadrants). Cells were then stained with Acridine
Orange and acidic vacuole formation (FL3-H) examined by flow cytometry as
described in the Methods section. GFP-positive cells were assessed in FL1-H upper
right and lower right quadrants, while acidic vacuole formation was assessed in upper
left FL3-H quadrants. E) Representative plots of acidic vacuole formation in GFP-
negative (non-fluorescent) cells that remained untransfected are shown in the upper
panel from GFP-transfected (closed circles) and from GFP-MTCBP-1-transfected
(open circles) cells. Acidic vacuole formation was also monitored in GFP-positive
cells shown in the lower panel from GFP-transfected (closed circles) and from GFP-
MTCBP-1-transfected (open circles) cells.
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Figure 7.6 Overexpression of recombinant MTCBP-1 reduces the MT1-
MMP/MTCBP-1 ratio and regulates MT1-MMP-mediated autophagy.
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