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RESUME

Depuis des décennies, I’implication de la.métalloprotéinase membranaire de type-1
(MT1-MMP) dans la progression tumorale est scrutée au sein de nombreuses
pathologies. En effet, durant la progression du cancer, les cellules tumorales
envahissent les tissus environnants afin de s’y infiltrer. Par conséquent, elles devront
exprimer ou sécréter a leur surface des métalloprotéinases matricielles (MMPs) qui
sont entre autre responsables du remodelage de la matrice extracellulaire (MEC). La
MT1-MMP joue un rdle déterminant dans 1’acquisition du potentiel invasif des
cellules tumorales cérébrales. Le ciblage pharmacologique de la MT1-MMP et de ses
partenaires serait une approche thérapeutique ou chimiopréventive idéale pour le
ciblage du potentiel invasif des glioblastomes. Des études ont préalablement
démontré que [’activation de la pro-MMP2 se fait via la formation d’un complexe
ternaire, impliquant I’interaction de son domaine C-terminal avec la MT1-MMP et
TIMP2. Une fois activée, la MMP2 assure la dégradation de la MEC. De plus,
d’autres études ont démontré la contribution de 1’épigallocatéchine 3-gallate, une
molécule phytochimique du thé vert, dans I’inhibition de la dégradation de la MEC
assurée par les MMPs. La capacité des autres catéchines, dérivées du thé vert, a
inhiber les MMPs, dont MT1-MMP, a été peu investiguée.

Ainsi, la présente étude avait pour objectif d’identifier les interactions possibles entre
les molécules des catéchines avec la MT1-MMP et ses partenaires, soit MMP2,
TIMP2, LRP1-Cluster IV et MTCBP. Pour ce faire, des constantes de dissociation
ont été mesurées par résonance plasmonique de surface. De plus, nous avons aussi
étudié I’effet des catéchines sur la contribution de la MT1-MMP dans ’activation de
la proMMP2. Pour ce faire, nous avons induit, & I’aide de la Concanavaline A,
I’expression de la MT1-MMP dans des cellules de glioblastomes U87. Parallélement,
les cellules ont été traitées avec les catéchines, afin de suivre leurs effets sur
I’activation de la proMMP2, par zymographie. De plus, nous avons évalué ’impact
des catéchines sur I’induction de la MT1-MMP, elle méme, ainsi que sur I’expression
du biomarqueur de stress du réticulum endoplasmique, GRP78. Le groupement
gallate retrouvé sur certaines catéchines semble étre important dans la liaison des
diverses molécules sur MT1-MMP et ses partenaires. Ces mémes molécules inhibent -
I’induction de la MT1-MMP, I’expression de GRP78 et ’activation de la proMMP2
et par conséquent empéchent le remodelage de la MEC, processus essentiel & la
progression du cancer.
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CHAPITRE I
INTRODUCTION
1.1 Cancer et glioblastomes

1.1.1 Définition

Le terme général de « cancer » désigne un vaste groupe de pathologies qui
prend naissance au sein d’une cellule et qui affecte plusieurs fonctions des tissus de
I’organisme (Organisation mondiale de la santé, 2015). Le cancer se caractérise par
ce qu’on appelle des tumeurs malignes et/ou néoplasmes qui ont la capacité de
proliférer de fagon non régulée et d’activer plusieurs signaux cellulaires afin d’assurer
le maintien et la survie des cellules cancéreuses pour envahir les tissus voisins et ainsi

se répandre dans 1’organisme (Organisation mondiale de la santé, 2015).

1.1.2  Généralités

La « grande faucheuse » du XXI° siécle est inévitablement le cancer, une
maladie a ce jour énigmatique et dévastatrice. En effet, selon 1’Organisation Mondiale
de la Santé (OMS), le cancer est parmi les principales causes de décés sur la planéte &
I’origine de 8,2 millions de décés et 14 millions de nouveaux cas, en 2012 (OMS).
Au Canada, les statistiques de la Société Canadienne du Cancer estiment que pres de
la moitié des canadiens développeront un cancer au cours de leur vie et prévoient que
le quart en mowra (Société Canadienne du Cancer). Gridce aux nombreuses
découvertes récentes des recherches médicales, fondamentales et épidémiologiques,
nous savons maintenant que la majorité des cancers n’est pas due & un jeu de hasard
ou & une conséquence du vieillissement, mais plutdt aux facteurs de risque
comportementaux et alimentaires du monde occidental moderne (Béliveau et Gingras,

2014).



La progression des cellules cancéreuses est directement liée aux effets du tabagisme,
du surpoids, de la sédentarité et de 1’alimentation. Ainsi, prés des trois quarts des cas
de cancer pourraient étre prévenus par de simples changements de nos habitudes de

vie (Béliveau et Gingras, 2014).

1.1.3 La cancérogencse

La cancérogenése regroupe l’ensemble des phénoménes impliqués dans la
transformation d’une cellule normale en cellule cancéreuse (Aggarwal et Shishodia,
2006). Cette transformation est un processus €volutif complexe qui se développe en
trois étapes principales de durée variable : |’initiation, la promotion et la progression
tumorale (Aggarwal et Shishodia, 2006). En effet, tout commence par la phase
d’initiation, une phase irréversible, durant laquelle une mutation génétique apparait,
sous [’action de plusieurs agents autant endogénes qu’exogénes et des facteurs
cancérogénes. Ensuite, la cellule entre en phase de promotion, ou elle échappe au
processus de réparation de ’ADN et prolifére de fagon incontrélée. De plus, cette
phase se traduit par une auto suffisance aux facteurs de croissances ainsi qu’une
insensibilité aux signaux d’arrét de croissance. La derniére phase de la cancérogenése
est la progression, durant laquelle les cellules proliferent continuellement, et ou
apparalt une activation des oncogénes et une inactivation des génes suppresseurs de

tumeurs (Aggarwal et Shishodia, 2006).
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Figure 1 : Les différentes étapes de la cancérogenése. Des agents cancérigénes
affectent une cellule saine ce qui va initier la cancérogenése. Ensuite, la cellule
initiée entre en phase de promotion caractérisée par une prolifération incontrdlée en
raison des lésions au niveau de I’ADN. Finalement, une activation des oncogénes et
une inactivation des génes suppresseurs de tumeurs permettent aux cellules d’entrer

en phase de progression ou le cancer s’établit et devient cliniquement détectable.
[Adapté de : Béliveau et Gingras, 2007]

La transformation phénotypique d’une cellule saine en cellule cancéreuse, qui a lieu
durant la cancérogenése, entraine des changements biochimiques fondamentaux
(Hanahan et Weinberg, 2000). Premiérement, les cellules perdent la régulation des
signaux de la prolifération cellulaire. Deuxi¢mement, elles deviennent insensibles aux
signaux antiprolifératifs. Troisiemement, elles acquiérent un potentiel invasif et
métastatique, quatricmement, la capacité de réplication devient illimitée
(immortalisation), cinqui¢mement, la capacité de néoangiogenése et finalement elles

échappent a la mort cellulaire programmée (apoptose) (Hanahan et Weinberg, 2000).
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Figure 2: Caractére phénotypique des cellules tumorales. L’acquisition de
nouveaux phénotypes spécifiques confére aux cellules des mécanismes qui régulent la

prolifération, la survie et I’invasion tumorale pour constituer le cancer.

[Adapté de : Hanahan et Weinberg, 2000]



1.1.4 Les tumeurs cérébrales

Les cellules gliales forment le tissu de support cérébral, la glie. Localisées autour du
corps cellulaire, des axones et des dendrites, les cellules gliales sont divisées en 2
classes : les microglies et les macroglies (Ballabh et al, 2004). La classe des
microglies comprend les macrophages provenant de I’extérieur du systéme nerveux
central (SNC). Elles serviraient de cellules présentatrices d’antigénes puisqu’elles
sont mises en action lors des processus infectieux, inflammatoires et dans des états
pathologiques comme la maladie d’Alzheimer. La seconde classe formant les
macroglies est subdivisée en deux types cellulaires, les oligodendrocytes et les
astrocytes (Lee et al, 2006). Les oligodendrocytes sont des cellules du SNC qui
entourent les neurones produisant ainsi la myéline essentielle pour ’isolement des
axones et la transmission du potentiel d’action. Les astrocytes sont aussi des cellules
du SNC, elles procurent les nutriments et assurent 1’homéostasie du
microenvironnement. Etroitement liés au cellules endothéliales, les astrocytes sont
impliqués dans le développement et dans le maintien de ’intégrité de la barriére
hémato-encéphalique (Lee et al, 2006). Les astrocytomes représentent 90% des
gliomes, donc 50% des tumeurs intracraniennes (Ballabh et al, 2004). D’aprées la
classification histologique de I’OMS, les astrocytomes sont regroupés selon le grade
tumoral suivant : les astrocytomes pilocytiques (grade I), les astrocytomes fibrillaires

(grade II), les astrocytomes anaplasiques (grade III) et les glioblastomes (grade IV).



Tableau 1. Classification des astrocytomes selon I’Organisation Mondiale de la

Santé.
G Taux de
rde 5 Pl : .
Tumeunr o : Criteres histologiques survie relatif a
histologique
10 ans
Astrocytame Prolifération cellulaire 5
; 4 I : 89,3 %
pilocytaire anarchique
. Atypies nucléaires
Astro ddi I . CILprE
FCR Rl discrétes e®
Asﬁvcyx.ame m Atypies unportantes avec 222 %
ancaplasigue mitoses

Atypies importantes avec
Glioblastame IV mitoses, nécrose etfou e
prolifération endotheliale

Exemple de classification de tumeurs cérébrales par 1’OMS, selon le grade de
malignité en fonction des critéres histologiques et du taux de survie relatif a 10 ans.

[Adapté de Kleihues et al. 2002.]

Les glioblastomes multiformes sont des tumeurs cérébrales rares mais représentent
prés de la moitié des tumeurs primitives du cerveau (Louis et al, 2007). Selon
I’OMS, soixante-quinze pour cent des gliomes diagnostiqués sont de hauts grades (III

et IV).

De plus, la classification des tumeurs gliales repose sur leur histologie, le phénotype
des cellules tumorales et leur grade de malignité (Organisation Mondiale de la Santé).
En effet, ces tumeurs sont classées selon le type cellulaire, les astrocytomes, les
oligodendrogliomes et les épendymomes étant les plus fréquents. Les glioblastomes
multiformes catalogués parmi les astrocytomes de grade IV, sont les plus agressifs,

envahissants et dévastateurs (Louis et al, 2007).



1.2 Phénotype invasif associé a la progression tumorale

1.2.1 L’angiogenése

L’angiogenése constitue la formation de nouveaux vaisseaux sanguins & partir de
vaisseaux préexistants, aussi connu sous le nom de néovascularisation (Folkman,
2002). La néovascularisation est un processus physiologique important qui permet la
formation de réseaux vasculaires indispensables pour alimenter les tissus en oxygéne
et en nutriments, via la circulation sanguine par des capillaires sanguins d’environ
100 a 200pm, distance a laquelle I’oxygeéne diffuse & travers les tissus (Folkman,
2002). Ainsi, l’angiogenése est impliquée dans de nombreux processus
physiologiques incluant le développement embryonnaire, le renouvellement des
tissus, la croissance de I’endomeétre et la cicatrisation (Folkman, 1995). Dans la
mesure ou l’angiogenése est un processus normal, elle demeure trés régulée et ne
dure qu’un court laps de temps avant d’étre inhibée (Folkman, 1995). Cependant, la
perte de la régulation des mécanismes qui régissent 1’angiogenése alimente le
développement de pathologies, notamment le développement tumoral menant au
cancer, c’est alors qu’on la qualifie d’angiogenése tumorale (Folkman, 1995).
L’angiogenése est nécessaire 4 la croissance d’une tumeur et & la formation de
métastases invasives. En effet, elle constitue un point de repére dans la progression du
cancer (Folkman, 2002). Pour assurer son développement au niveau de la taille et du
potentiel métastasique, une tumeur doit initier un « switch » angiogénique (Munoz-
Chapuli, 2011). Ce dernier se traduit par le débalancement des facteurs pro-
angiogéniques et des facteurs anti-angiogéniques (Hénahan et Weinberg, 2000). En
effet, durant le « switch » angiogénique, les cellules tumorales augmentent
notamment, 1’expression du facteur de croissance de 1’endothélium vasculaire
(VEGF) ainsi que du facteur de croissance des fibroblastes (FGF) (Hanahan et
Weinberg, 2000).



De plus, certaines cellules tumorales diminuent 1’expression de certains inhibiteurs
endogénes de I’angiogenése, comme 1’interféron-p ou la thrombospondine-1 (TSP1)
(Hanahan et Weinberg, 2000, Bikfalvi, 2003 et Bhushan et al., 2002). Le « switch »
angiogénique est stoppé par les molécules anti-angiogéniques qui neutralisent 1’effet
des molécules pro-angiogéniques. Toutefois, lorsque le débalancement est en faveur
des signaux pro-angiogéniques, il se traduit par une angiogenése soutenue. Par
ailleurs, le « switch » angiogénique, est favorisé par différents éléments génétiques,
métaboliques et inflammatoires (Munoz-Chapuli, 2011 et Munoz-Chapuli et al,
2004).

L’angiogenése tumorale est donc un processus actif et complexe qui implique la
production et la sécrétion des facteurs angiogéniques par les cellules tumorales,
permettant aux cellules endothéliales de proliférer et de sécréter des protéases,
incluant des métalloprotéases matricielles (MMPs) et des activateurs du
plasminogéne, assurant ainsi la dégradation de la matrice extracellulaire (MEC), le
changement des propriétés d’adhésion, la migration, I’échappement & I’apoptose et la

différenciation en nouveaux vaisseaux (Bikfalvi, 2003).
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FGF TSP2 FGF TSP2
EG-VEGF endostatine EG-VEGF Endosuatine
etc. etc. etc. etc.
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Oncogénes (ras)
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Figure 3: La balance entre différentes molécules pro-angiogéniques et anti-
angiogéniques régit le «Switch angiogénique». De nombreux facteurs interviennent
afin de favoriser ou inhiber I’angiogen¢se. En effet, les facteurs de croissance
vasculoendothéliaux et fibroblastiques sont proangiogéniques, tandis que
I’angiostatine et les facteurs plaquettaires sont anti-angogéniques.

Abréviation : VEGF : vascular endothelial growth factor; FGF : fibroblast growth

factor; EG-VEGF : endocrine gland vascular endothelial growth factor; TSP1 :
thrombospondine 1; TSP2 : thrombospondine 2.

[Adapté de : Bikfalvi, 2003 ]
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1.2.2 L’inflammation

Une inflammation est une réaction de défense immunitaire dont la principale fonction
est de répondre & une agression subite afin de restaurer 1’homéostasie dans
I’organisme. En effet, lorsqu’un tissu est agressé, les processus d’inflammation sont
déclenchés pour réparer les 1ésions (Fernandes et al., 2015). De fagon générale, elle
est divisée en trois étapes, soit l’inflammation aigiie, la réponse immune et
I’inflammation chronique (Fernandes et al., 2015). Une inflammation aigué¢ est
caractérisée par 1’expression et la sécrétion de médiateurs solubles, telles les
cytokines. Cet aspect de l'inflammation peut étre détourné par les tumeurs pour
qu’elles puissent se développer. En effet, la réponse inflammatoire est régie par une
libération de cytokines pro-inflammatoires et immuno-régulatrices qui procure un
microenvironnement favorable pour la progression du cancer (Fernandes et al., 2015).
Les interleukines IL-6 et IL-1PB sont des cytokines pro-inflammatoires jouant un rdle
important dans le cancer car elles sont des intermédiaires cruciaux dans la formation
des cancers mettant en relation I’inflammation (Rath et al., 2015).

Les cyclo-oxygénases (COX) sont des glycoprotéines induites par un ensemble de
facteurs pro-inflammatoires, de cytokines, de facteurs de croissance, d’oncogénes et
de promoteurs de tumeurs. La COX-2 est exprimée durant les premiéres étapes de la
cancérogenese, elle catalyse une étape importante dans la conversion de I’acide
arachidonique en une série de prostaglandines telles que PGE, et PGD, (Méric et
Spano, 2006). Ces prostaglandines jouent un role crucial dans plusieurs processus
biologiques, y compris la régulation de la fonction immunitaire, le développement du
rein, la reproduction et 1’intégrité gastro-intestinale (Méric et Spano, 2006). Ainsi, la
COX-2 est présente dans les tissus normaux, en plus d’étre détectée au niveau des
cellules néoplasiques, inflammatoires, endothéliales et stromales. Elle joue un rdle

dans la synthése d’agents mutagénes tels le malonaldéhyde et dans la production
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d’hyperoxydes conduisant a 1’activation de carcinogénes. De plus, la COX-2 est
impliquée dans le processus de cancérogenese puisqu’elle favorise la prolifération
tumorale, les mécanismes de résistance a l’apoptose, 1’angiogenése et 1’invasion

tumorale des tissus sains.

Phospholipides
Phospholipase A2
Acide arachidonique
— Cyclooxygénase
2l PGG2
—~ Peraxydase 1
PGH2
TxA2
PGD2 PGI2 (thromboxane A2)
PGE2 (prostacycline)
PGF2a

Figure 4 : La biosynthése des prostaglandines. Les cyclooxygénases catalysent la
production de PGH2 & partir de I’oxydation de 1’acide arachidonique permettant la
synthése de d’autres prostaglandines (PGD2, PGF2a, PGE2, TXA2, PGI2).

Abréviation : COX : cyclooxygénase; PG : prostaglandine; PGH2 : prostaglandine
H2; PGD : prostaglandine D; PGF : prostaglandine F; PGE : prostaglandine E; PGI :
prostacycline; PGE2 : prostaglandine E2; TX : thromboxane; TXA2 : thromboxane
A2 :
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[Adapté de : Méric et Spano, 2006 ]
1.2.3 La migration cellulaire

La migration cellulaire est un processus complexe et trés coordonné durant lequel la
forme et la rigidité des cellules sont modifiées pour qu’elles puissent interagir avec la
MEC. En effet, outre la barri¢re qu’elle représente pour la cellule, la MEC lui fournit
des substrats afin de permettre sa migration. De plus, les cellules tumorales peuvent
migrer aussi bien individuellement qu’en groupe. Lorsque la cellule migre seule, la
migration peut se dérouler de deux fagons différentes, soit la migration
mésenchymateuse et la migration de type amiboide (Friedl et Wolf, 2003). Les
cellules tumorales qui utilisent la migration mésenchymateuse proviennent
principalement des tissus conjonctifs tels que les fibrosarcomes (Wolf et al, 2003) et

les gliomes (Paulus et al, 1996) et certains cancers épithéliaux (Polette et al, 1998).

La migration mésenchymateuse nécessite, en partie, la présence des intégrines ainsi
que des protéases (Friedl et Wolf, 2003). Tout d’abord, afin d’initier le processus de
migration mésenchymateuse, la cellule se polarise et prend une forme allongée. Ainsi,
la migration cellulaire s’effectue en cing étapes. En effet, lorsque la cellule se
polarise, elle forme des protrusions de la membrane cellulaire appelée pseudopodes
au niveau du front de migration. De plus, la polymérisation de I’actine corticale
projette la membrane vers I’avant. Cette polymérisation fait intervenir des protéines
G, incluant les GTPase RAC, CDC42, RHO, et RAS (Kaibuchj, Kuroda et Amano,
1999). La formation des points focaux d’adhérence entraine le recrutement de
protéines adaptatrices et les intégrines s’ancrent au cytosquelette d’actine afin de
former des points d’ancrage du cytosquelette. La formation de complexes d’adhésion
focale, c’est a dire I’interaction des cellules avec la MEC améne le recrutement de
protéases de surface telles que les métalloprotéases (MMPs). Une fois activées, ces

derniéres clivent la MEC. Une des principales MMPs responsable de la protéolyse est
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la métalloprotéinase transmembranaire de type 1 (MT1-MMP) qui clive les
composantes de la MEC telles la fibronectine, le collagene et les laminines, ainsi que
les proMMPs comme la proMMP2 (Ohiuchi et al, 1997). Durant la formation des
complexes d’adhésion focaux et la dégradation de la MEC, la cellule se contracte.
Pour ce faire, la myosine se lie aux fibres d’actines polymérisées générant ainsi une
force de contraction permettant de faire avancer 1’arriére de la cellule. Finalement, la
derniére étape de la migration cellulaire consiste en un détachement de ’arriére de la
cellule. En effet, les points focaux d’adhérence se séparent entrainant ainsi le
détachement de 1’arriére de la cellule pendant que les pseudopodes, situés en amont
de la cellule, restent adhérés et s’allongent. Pendant ce temps, il y a aussi
internalisation et recyclage des intégrines au niveau des pseudopodes. La cellule
glisse lentement vers 1’avant alors que toutes les €étapes de migration se reproduisent
en boucle (Friedl et Wolf, 2003).
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Figure 5: Les étapes de la migration mésenchymateuse. La migration cellulaire
mésenchymateuse est constituée de cing étapes distinctes, soit la protrusion a une
extrémité de la cellule, la formation des points focaux d’adhérence, la protéolyse
localisée, la contraction de la cellule et finalement le détachement de 1’arriére de la

cellule.

[Adapté de : Friedl et Wolf, 2003]
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1.3 Les métalloprotéinases de la matrice extracellulaire

1.3.1 La matrice extracellulaire

La matrice extracellulaire (MEC) constitue le tissu conjonctif (Weber et Kyo, 2011).
En effet, elle représente tout le matériel dans lequel baignent les cellules. La MEC est
un assemblage complexe qui constitue différents types de macromolécules telles que
les protéines de structure, les protéines d’adhésion et les polysaccharides, jouant un
rble crucial dans les interactions cellule-cellule et cellule-MEC (Weber et Kyo, 2011).
La famille des collagénes représente la composante majeure de la MEC puisqu’elle
joue un réle de soutient et de résistance mécanique. Comme composants de la MEC,
on retrouve également des glycoprotéines et des protéoglycanes. Ces macromolécules
ont autant un r6le de soutien physique qu’un réle biochimique de signalisation
(Egeblad et Werbe, 2002). La MEC contient, de plus, plusieurs facteurs et inhibiteurs
de croissance, souvent liés aux différents collagénes. Les niveaux des molécules
constituant la MEC peuvent avoir des conséquences dans différentes pathologies
comme la sclérose en plaque, la maladie d’Alzheimer et le développement des
cancers (Forget et al, 1999). De par sa grande diversité structurale, la MEC posséde
plusieurs fonctions. En effet, elle est continuellement renouvelée et subit des
changements physiologiques au cours de phénoménes tels que la morphogenése,
I’angiogenése, la cicatrisation et |’ossification (Vu et Werb, 2000). Etant donné que la
MEC module le comportement dynamique des cellules, elle est constamment en
restructuration par des protéases, notamment de la famille des MMPs (Muller et
Fusenig, 2004).
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1.3.2 Classification et structure

Les MMPs sont des endopeptidases capables de dégrader toute les composantes
protéiques de la MEC. Actuellement, plus d’une vingtaine de MMPs sont connues et
classées selon leurs différences structurales en six classes. La premiére classe des
MMPs renferme les matrilysines (MMP-7 et MMP-26), elles se retrouvent au niveau
des cellules cancéreuses épithéliales et ont la capacité de dégrader la gélatine ainsi

que la fibronectine (Sterhlicht et Werb, 2001).

De cette fagon, la MMP-7 est impliquée de fagon cruciale au niveau de 1’invasion et
de la survie tumorale. Les collagénases (MMP-1, MMP-8 et MMP-13) constituent la
deuxiéme classe des MMPs. Impliquées dans la dégradation des collagénes
fibrillaires, soit les collagénes de type I a III, les collagénases sont responsables du

remodelage et de la calcification des os (Sterhlicht et Werb, 2001). :

La troisiéme classe présente les gélatinases A et B qui représentent respectivement la
MMP-2 et la MMP-9. Celles-ci sont responsables de la dégradation de la gélatine et
des collagénes de type IV et V de la membrane basale de la MEC. Les stromélysines
(MMP-3, MMP-10 et MMP-11) forment la quatriéme classe des MMPs, elles sont
exprimées autant par les cellules saines que les cellules cancéreuses. Cette famille de
MMPs est impliquée dans la dégradation de la MEC, plus précisément, dans la
protéolyse des glycoprotéines et des peptidoglycanes. Il existe également la classe des
MMPs membranaires MT1-MMP a MT6-MMP, aussi connus sous le nom de MMP-
14, MMP-15, MMP-16, MMP-17, MMP-24 et MMP-25, respectivement. Ces MMPs
sont ancrées dans la membrane plasmique via un domaine transmembranaire et ont un
role important dans la dégradation des composantes de la MEC. Les MMPs

membranaires peuvent étre activées par des facteurs de croissance et peuvent, a leur
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tour, activer d’autres MMPs. Ainsi, la MMP-14, ayant un réle dans I’angiogenése, est
responsable de I’activation de la proMMP-2, une forme latente de la MMP-2.

En effet, les MMPs sont synthétisées sous forme de zymogénes, proMMPs, avant
d’étre activées en réponse a différents stimuli dans la MEC (Nagase et al, 2006). Les
MMP-2 et MMP-9 sont impliquées dans 1’ostéogenése et dans la perméabilisation de
la barriére hématoencéphalique, respectivement (Demeule et al, 2004). La sixiéme
classe des MMPs présente des formes hétérogenes, elle comprend les MMP-12, -18, -
19, -20, -21, -23, -27, et -28. Par exemple, la MMP-12 est une métallo-élastase, c’est-
a-dire qu’elle dégrade 1’élastine, sécrétée par les macrophages dont elle contrdle la
migration (Hautamaki et al, 1997). De plus, la MMP-20 est responsable de
I’hydrolyse de I’amélogénine conduisant & des produits de clivages spécifiques pour
I’auto-assemblage de la matrice amélaire (Khan et al, 2013). La MMP-21 est
impliquée dans 1’embryogenése et I’organogenése chez la souris, en particulier dans
les cellules nerveuses (Marchenko et al, 2003). Finalement, la MMP-28, est exprimée
principalement dans les kératinocytes et joue un réle dans 1’homéostasie des tissus et

dans la réparation des plaies (Visse et Nagase, 2003).
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Figure 6: Classification des MMPs. Les métallopotéinases matricielles sont
classées en six sous classes, les matrilysines, les collagénases interstitielles, les
stromélysines, les gélatinases, les métalloprotéinases de type membranaire et un
groupe hétérogene.

[Adapté de : Chantrain et DeClerck, 2002]
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Figure 7 : Structure de la MT1-MMP. La MTI-MMP posseéde différents domaines
avec des rdles spécifiques. La région catalytique est impliquée dans la dégradation de
divers substrats extracellulaires, la région hémopexine posséde des domaines de
liaison pour diverses molécules dont des MTI-MMP permettant 1'oligomérisation. Le
domaine cytosolique est impliqué dans plusieurs cascades de signalisation
intracellulaire.

[ Adapté de : Koziol et al, 2012]

Les MMPs sont constituées d’un peptide signal et de 4 différents domaines, soit le
pro-domaine-N-terminal, le domaine catalytique, la région charniére (hinge) et le
domaine homologue C-terminal de l’héfnopexine. Une portion transmembranaire se
retrouve dans les MMPs membranaires (MT-MMP) (Koziol et al, 2012). Le pro-
domaine est responsable du maintien de la forme inactive des MMPs. L’activation

des MMPs nécessite donc le clivage de la portion pro-domaine par des protéases
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telles que la furine, les protéases & sérine et d’autres MMPs (Sterhlicht et Werb,
2001).

Le domaine catalytique est responsable d’effectuer les fonctions hydrolytiques des
MMPs. Au niveau de la MMP-2 et de l]a MMP-9, ce domaine est responsable de la
spécificité & dégrader la gélatine (Visse et Nagase, 2003). Le domaine de
I’hémopexine se retrouve au niveau de toutes les MMPs sauf MMP-7 et MMP-26. Ce
dernier est responsable de la liaison aux substrats ainsi qu’aux inhibiteurs spécifiques
(TIMPs) des MMPs.

Gel Matrily Archetypal MMPs Furin-activatsble MMPs
MMP-2, MMP-3 MMP7 -26 Collagenases (MMP-1, MMP-8, MMP-13) MMP-11, MMP 21, MMP-14 (MT1),  MMP.17 (MT4), MMP-23
Stromelysins (MMP-3, MMP-10) MMP-28 MVIP-IS(MTZ) MMEP-25 (MT6)
L]
Other (MMP-12, MMP-18, Hq fM:Fs;

MMP-20. MMP-27)

24

Zn* * £
Transmembrane domain - Hemopexin [2‘.24 Catalytic domal «m» Fib tin type Il repeats
@ Cysteine-rich domain @ (glikedomain @ Propeptide A Signal peptide
§ Hinge region I FN binding site + Proprotein convertase recognition sequence (furin recognition site)

Figure 8 : Classification des MMPs en fonction de leurs différences structurales.
La structure typique des MMPs est constituée d'un peptide signal, un pro-peptide, un
domaine catalytique, la région de charniére, et un domaine hémopexine.

[Adapté de : Brkic, et al, 2015]
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1.3.3 Les fonctions de la MT1-MMP

L’implication des MMPs dans le remodelage de la MEC et dans la dégradation de ses
composantes est trés documentée. Ainsi, elles jouent un rble crucial dans de
nombreux processus physiologiques et pathologiques (Sterhlicht et Werb, 2001). La
MT1-MMP est une métalloprotéinase membranaire collagénolytique composée de
plusieurs domaines nécessaires pour ses multiples fonctions cellulaires. Elle posséde
un pro-domaine responsable de la maintenir dans une forme latente inactive.
L’activation de la MT1-MMP requiert le clivage de la portion pro-domaine par des
protéases telle que la furine (Sterhlicht et Werb, 2001). De plus, le domaine
catalytique contient un site de liaison d’un ion Zn*" essentiel a Pactivation de la
métalloprotéase. Ce méme domaine active la proMMP-2 en MMP-2, ce qui contribue
a la dégradation de la MEC via I’intermédiaire d’un complexe ternaire mettant en jeu

MT1-MMP, TIMP-2 et la pro-MMP-2 (Sagi & Gaffney, 2015).

1.3.4 L’implication de la MT1-MMP dans la signalisation

cellulaire

L’expression d’une grande partie des MMPs, notamment MMP-1, -3 et -9, n’est pas
constitutive et est induite via des facteurs de croissance (EGF), des cytokines pro-
inflammatoires (TNF-a et IL-I-B) et des esters de phorbol, entre autres (Birkedal-
Hansen et al., 1993). Parmi toutes les MMPs, le géne de la MTI-MMP est particulier
puisqu'il est exprimé de fagon constitutive par, entre autre, les fibroblastes, les
cellules endothéliales et les cellules musculaires lisses. La localisation de la MT1-
MMP a la surface cellulaire est contrdlée par le phénoméne d’endocytose permettant
d’orienter les protéines membranaires d’une part vers les lysosomes pour étre

dégradées, d’autre part, vers les vésicules de sécrétion pour €tre recyclées au niveau
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de la surface cellulaire (Conner et Schmid, 2003). La MT1-MMP contribue a la
signalisation grice & son domaine cytoplasmique qui rend possible la régulation de
plusieurs fonctions cellulaires. Ce domaine cytoplasmique posséde un rdle
conséquent dans la migration cellulaire étant donné que sa suppression entraine
I’inhibition de la migration des macrophages, en dépit de son activité protéolytique
(Sakamoto et Seiki, 2009). Les acides aminés suivants ; Leu’’ "2, Leu’’®*" et la

573 se retrouvent dans le domaine cytoplasmique et semblent responsables de la

Tyr
localisation de la MT1-MMP & la surface membranaire. Ainsi, une mutation au
niveau de ces acides aminés affecte la localisation de la MT1-MMP sans pour autant

perturber [’activité protéolytique (Uekita et al, 2001).

De nombreuses voies de signalisation intracellulaires sont déclenchées par le domaine
cytoplasmique de la MT1-MMP. En effet, la MT1-MMP est impliquée dans
I’activation des voies Rho A/ROK (Annabi et al, 2005), Ras/Mek/Erk (Gingras et
Béliveau, 2010), RhoA/Rac-1 (Ando et al, 2011), Jak/Stat3 (Akla et al, 2012), ainsi

que dans I’activation des processus inflammatoires, jusqu’a présent peu documentés.

1.3.5 L’implication de la MT1-MMP dans le développement

tumoral

En plus de leur attribuer la capacité de dégrader la MEC favorisant 1’invasion
tumorale, les MMPs ont également une activité protéolytique dirigée envers les
protéines non matricielles qui ont un rdle important dans le développement d’un
cancer (Nelson et al, 2000). La perte d’adhérence cellulaire met en jeu certaines
MMPs telles que les MMP-3 et -7. Celles-ci sont aussi impliquées dans la
modification phénotypique des cellules épithéliales qui survient durant les premiers
stades du développement tumoral. Effectivement, ces MMPs hydrolysent la cadhérine

E afin de rompre les adhérences intercellulaires des épithéliums et solliciter
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I’expression des promoteurs du cancer telle que la B-caténine (Lochter et al, 1997).
La progression tumorale se poursuit par une invasion locale des cellules dans laquelle
les gélatinases (MMP-2 et MMP-9), activées par MT1-MMP, ont une activité
protéolytique sur les protéines de la membrane basale (Crawford, 1999). D’autres
MMPs, comme les MMP-1 et MT1-MMP agissent sur les collagénases interstitielles
présentes dans le tissu conjonctif entourant les cancers invasifs (Lochter et al, 1997).
Une fois que les composantes de la MEC sont dégradées par la MT1-MMP et que les
cellules endothéliales peuvent la traverser, la prolifération de ces cellules tumorales
peut avoir lieu. Ceci est possible griace & la libération des facteurs de croissance
(bFGF, basic fibroblast growth factor) séquestrés dans la MEC ou complexés a des
protéines porteuses (IGF, insulin-like growth factor II) et des cytokines (Martin et al,
1999 et Whitelock, 1996). Les MMPs sont également impliquées dans 1’angiogenése
soit comme des stimulateurs ou des inhibiteurs. Les fonctions de la MT1-MMP
s’exercent a plusieurs étapes de I’angiogenése. Comme il a déja été mentionné, outre
son importance dans la dégradation de la MEC, la MT1-MMP exprimée par des
cellules endothéliales en réponse & tout stimulus angiogénique, augmente la libération
de facteurs angiogéniques tels que le VEGF (Bergers et al, 1999). Cependant, elle
peut aussi avoir un effet négatif sur I’angiogenése en libérant des facteurs anti-
angiogéniques comme 1’angiostatine, 1’endostatine, et le plasminogene (Cornelius et

al, 1998).
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Figure 9: Les roles des MMPs au niveau de la progression tumorale.
L’implication des métalloprotéinases matricielles est soulignée a chaque étape de la

progression du cancer. 1. Promotion; 2. Invasion; 3. Prolifération-survie ;

Angiogenése ; 5. Intravasation ; 6. Extravasation ; 7. Croissance métastatique.

[Adapté de : Chantrain et DeClerck, 2002]
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1.3.6 Les inhibiteurs tissulaires des métalloprotéinases

De nombreuses études ont précédemment démontré que la forme active de la MT1-
MMP de 60kDa est clivée au niveau de la portion catalytique par la MMP-2 ou par la
MT1-MMP elle méme, d’ou résultent les formes de 44 a 45 kDa (Lehti et al,, 1998).
En effet, ’existence d’une forme MT1-MMP déletée du domaine catalytique soutient
I’hypothése d’une régulation négative de cette protéase membranaire (Lehti et al.,
1998). L’inhibition des MMPs endogeénes est contrdlée par des inhibiteurs tissulaires
des métalloprotéases (TIMPs) spécifiques et par les az-macroglobulines (Sterhlicht et
Werb, 2001). Tout d’abord, I’a;-macroglobuline est un inhibiteur endogéne majeur
des MMPs. Cette protéine plasmatique abondante représente le principal inhibiteur
des MMPs dans les fluides tissulaires et dans le plasma, tandis que les TIMPs
peuvent agir localement. De plus, puisque les complexes o,-macroglobuline/MMP
sont éliminés via le. mécanisme d’endocytose médiée par un récepteur, 1’0p-
macroglobuline joue un rdle important dans l'élimination irréversible des MMPs,
alors que les TIMPs inhibent les MMP d'une maniére réversible (Sterhlicht et Werb,
2001). Ensuite, la famille des TIMPs comprend 4 membres soit TIMP-1, TIMP-2,
TIMP-3 et TIMP-4. La régulation transcriptionnelle, les propriétés biochimiques ainsi
que la structure de chaque membre de ces inhibiteurs tissulaires se fait de fagon
distincte (Visse et Nagase, 2003). Les TIMPs ont la capacité d’inhiber les MMPs de
maniére spécifique. Les TIMP-1 et TIMP-2 se lient, respectivement, a la proMMP-9
et a la proMMP-2, via leur domaine C-terminal. En effet, la formation de complexes
TIMP-1/MMP-9 et TIMP-2/MMP2 entraine I’inhibition d’autres MMPs. TIMP-3 a la
responsabilité d’inhiber spécifiquement ’activité des MMP-1,-2, -3, -9, et -13 alors
que TIMP-4 est responsable d’inhiber les MMP-1, -2, -3, -7 et -9. Par conséquent, il
est évident que la balance entre les MMPs et leurs inhibiteurs tissulaires, a un impact

sur I’activité protéolytique de ces protéines ainsi que sur la dégradation de la MEC.
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Cet équilibre MMPs/TIMPs est étroitement régulé, sans quoi I’apparition de certaines
pathologies est inévitable.

Les TIMP-2 ont un profil particulier, puisqu’elles ne sont pas seulement inhibitrices
de l’activité protéolytique. En effet, ces derniéres participent a 1’interaction de la
MT1-MMP avec la proMMP-2 en formant le complexe trimoléculaire, essentiel a
I’activation de MMP-2 via MT1-MMP. En plus d’avoir des activités inhibitrices de
MMPs, les TIMPs ont des fonctions biologiques (Visse et Nagase, 2003). En effet,
les TIMPs sont aussi impliquées au niveau de la neuro-protection, les activités pro-
apoptotiques, la stimulation de la prolifération cellulaire, 1’oncogenése et la

réparation tissulaire (Moore et Crocker, 2012).

Par ailleurs, il existe un autre inhibiteur endogéne de la MT1-MMP, MMP-2 et
MMP-9 connu sous le nom de RECK (Reversion-indicing-Cystein rich protein with

Kazal motifs), une glycoprotéine ancrée dans la membrane via un groupement GPI
(Takahashi et al., 1998 et Oh et al., 2001).
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Figure 10 : Différents inhibiteurs tissulaires des MMPs impliqués au niveau de la
progression tumorale.

Abréviation : MMPs : métalloprotéases matricielles; TIMPs : inhibiteurs tissulaires des
métalloprotéases; MEC : matrice extracellulaire; Zn : Zinc; MT-MMP : métalloproétases
de type membranaire; LDL-RP : Récepteur de lipoprotéines de faible densité.

[Adapté de : ABCAM, 2012]
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L’implication de la MT1-MMP dans la progression tumorale en fait une cible
thérapeutique idéale pour contrer le cancer. Dans cette perspective, des inhibiteurs
synthétiques de la MT1-MMP ont été mis au point, depuis quelques années, afin
qu’ils régissent des processus tels que l’angiogenése tumorale. Les inhibiteurs
synthétiques ont comme principale fonction la chélation de 1’ion Zn** au niveau du
site catalytique des MMPs de type membranaires. Cette fonction est possible grace a
la présence d’un acide hydroxamique, d’un acide carboxamique, d’un phosphoamide
ou d’un groupement thiol que I’on retrouve dans la structure moléculaire des
inhibiteurs tels que Batimastat (BB94), Marimastat (BB2516), Prinomastat
(AG3340), Tanomastat (BAY 12-9566) et le Metastat (Tu et al, 2008). Certains
inhibiteurs synthétiques ont été développés de fagon & ce qu’ils soient plus sélectifs
dans leur mode d’action. Ces derniers ont engendré dans des modéles tumoraux
primitifs des diminutions au niveau de I’angiogenése et de la croissance tumorale.
Toutefois, 1’efficacité des traitements et les essais cliniques peu concluants
témoignent de I’importance de mieux connaitre les MMPs. Ainsi, le développement
de nouveaux inhibiteurs synthétiques ciblant sélectivement MMP-2 et MMP-9, des

MMPs impliquées dans 1’étape initiale du cancer, pourrait s’avérer plus profitable.
1.3.7 Inhibition des MMPs par les polyphénols

Les polyphénols sont des molécules phytochimiques particuliérement connues pour
leurs propriétés préventives contre le cancer (Béliveau et Gingras, 2014). Les
polyphénols sont une famille de molécules trés communes dans le régne végétal et
sont situés dans les organes tels que les racines, la tige, la feuille, la fleur et le fruit.
Ces molécules sont synthétisées par les végétaux comme métabolites secondaires
impliqués dans leurs mécanismes de défenses, ils n’ont donc pas de fonctions directes
dans les mécanismes de croissances et de production (Pandey et Rizvi, 2009). Les
polyphénols sont regroupés en quatre catégories selon le nombre d’atome constitutifs

et la structure de squelette de base, on y retrouve les acides phénoliques, les
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flavonoides, les stilbénes et les lignanes. En ce qui concerne les flavonoides, ils sont
subdivisés en six sous-classes soit les flavonols, les flavones, les isoflavones, les
flavanones, les anthocyanes et les flavanols (Manach et al, 2004). Ces molécules font
I’objet de plusieurs études cliniques, épidémiologiques et nutritionnelles pour leur
capacité a améliorer la santé humaine. En effet, selon certaines études, les populations
ayant une alimentation riche en polyphénols sont moins susceptiblles & développer

certains cancers (Liu et al, 2011).

Le thé vert est une boisson extrémement répandue dans le monde. Issu des feuilles
d’une plante, la Camellia sinensis, il contient plus de 700 produits chimiques dont les
polyphénols (Liu et al, 2011). Ces polyphénols sont des molécules phytochimiques
particuliérement connues pour leurs propriétés préventives contre le cancer (Béliveau
et Gingras, 2005). L’épigallocatéchines-3-gallate (EGCG) est la catéchine la plus
abondante dans le thé vert. En effet, dans une tasse de thé infusé on retrouve environ

100 a 150 mg de catéchines dont 50% est de ’EGCG (Di Domenico et al, 2012).

Les catéchines comptent neuf membres, (-)- C (catéchine), (+)- C (catéchine), CG
(catéchine-3-gallate;), GC (gallocatéchine), GCG (gallocatéchine-3-gallate), EC
(épicatéchine), ECG (épicatéchine-3-gallate), EGC (épigallocatéchine) et EGCG
(épigallocatéchine-3-gallate). Elles contiennent deux noyaux benzénes : A et B, qui
portent plusieurs groupements hydroxyles li€s par un noyau pyréne contenant un
oxygéne (Zaveri, 2006). La présence d'un hétérocycle (cycle C) ne présente ni de
doubles liaisons ni deux atomes additionnels d'hydrogeénes comparativement aux
deux autres cycles. Par ailleurs, il existe des énantiomeres dont une positive (+) liée
au pouvoir antioxydant, et ’autre négative (-), qui induit l'oxydation et la mort

cellulaire chez les végétaux.
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Figure 11 : La structure moléculaire des différentes catéchines contenues dans le
thé vert.

[Adapté de : Zaveri, 2006 ]

1.4 Méthode d’analyse expérimentale de I’interaction entre les catéchines et
les complexes protéiques de MMPs: la résonance plasmoniques de

surface

La résonance plasmonique de surface est une méthode biophysique relativement
nouvelle qui n’est répandue grice au premier instrument commercial instauré par
Biacore, en 1990 (Jonsson, et al, 1991). Depuis, il est devenu un outil puissant pour
mesurer les interactions biomoléculaires en temps réel et ce dans un environnement
acellulaire (Jonsson, et al, 1991). Cet instrument permet une étude fonctionnelle des
interactions entre des facteurs intracellulaires qui couvrent une trés large gamme de
poids moléculaires, et renseigne sur leurs paramétres cinétiques (Jason-Moller, et al,
2006). Le principal avantage de cette technologie se résume 2 une analyse trés rapide

étant donné qu’elle se fait en temps réel, elle ne requiert pas 1’utilisation de
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marqueurs fluorescents ou radioactifs et posséde une flexibilité du systéme trés large
puisqu’elle s’adapte a la détection de n’importe quel analyte (Jonsson, et al, 1991).

La résonance plasmonique de surface est un phénoméne physique permettant de
mesurer la liaison d’un ligand & un récepteur adsorbé a la surface d’une couche
métallique souvent en or ou en argent (Zhang et al, 2015). Le systéme de détection
repose sur une variation de I’indice de I’interface une fois que le ligand se complexe
aux récepteurs. En effet, le changement de masse, a la surface, due a cette fixation va
modifier ’angle de réflexion et ainsi entrainer une variation au niveau de I’indice de
réfraction (Zhang et al, 2015). La résonance plasmonique de surface permet la
caractérisation de multiples situations impliquant des interactions moléculaires. En
effet, elle couvre des échantillons variés allant des protéines, des acides nucléiques,
des glucides, des vésicules lipidiques, des virus, des bactéries et de petites molécules
a des mélanges plus complexes (Zhang et al, 2015). L’utilisation de la résonnance
plasmonique de surface prend de 1’expansion puisqu’elle est de plus en plus populaire
dans le domaine de la découverte de nouveaux médicaments, dans le diagnostic
clinique et dans la biochimie fondamentale telle que la recherche en oncologie
(Zhang et al, 2015). La compréhension des interactions entre ces biomolécules au
niveau moléculaire est indispensable pour le développement d'agents thérapeutiques

hautement spécifiques (Zhang et al, 2015).
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Figure 12 : Principe de résonance plasmonique de surface. Le SPR détecte les
variations de l'indice de réfraction de la couche de surface d'une puce de capteur. Il
s’agit d’une forte ombre 4 la lumiére réfléchie par la surface selon un angle qui
dépend de la masse du matériau a la surface. Les changements d'angle SPR (de I a II
dans le schéma en bas a gauche) se produisent lorsque des biomolécules se lient a la
surface augmentant la masse de la couche de surface. Ce changement d'angle de
résonance peut étre contrdlé en temps réel comme un terrain de signal de résonance
en fonction du temps.



CHAPITRE II

PROJET DE RECHERCHE

2.1 Problématique et hypothése de travail

On croit que la majorité des effets biologiques du thé vert sont attribués a I’EGCG.
Le gallate présent au niveau de sa structure lui confére un pouvoir antioxydant. Ce
dernier lui permet I’inactivation des radicaux libres et la chélation de certains ions
(Zaveri, 2006). En plus de son effet antioxydant, il a ét¢ démontré que ’EGCG est
impliqué dans plusieurs mécanismes cellulaires ciblés dans le cancer, tels I’inhibition

de la prolifération et I’induction de 1’apoptose au sein des cellules tumorales.

La dégradation de la MEC est assurée par 1’activation de la proMMP2 qui se fait via
I’interaction de son domaine C-terminal avec la MT1-MMP et TIMP2. Ce
mécanisme est inhibé par une molécule phytochimique, ’'EGCG. En effet, cette
molécule fait I’objet de plusieurs études notamment celle ou son implication a été

démontrée dans I’inhibition de la dég'radation de la MEC par les MMPs.

L’efficacité des autres catéchines a inhiber les MMPs, incluant MT1-MMP, est peu
doocumentée. Dans le cadre de la présente étude nous nous interrogeons sur 1’impact
de toutes les molécules de la famille des catéchines sur les acteurs moléculaires
formant le complexe trimoléculaire MT1-MMP/MMP2/TIMP2 responsable de la
dégradation de la MEC. Il est reconnu que ce complexe trimoléculaire est important
dans le mécanisme d’action de la MT1-MMP et que des inhibiteurs naturels des
MMPs peuvent restreindre la dégradation de la MEC. Toutefois, le mode d’action de

ces molécules naturelles demeure peu documenté.
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Nous mettons ’hypothése qu’une meilleure compréhension du mécanisme d’action
pourrait éventuellement permettre le développement de nouvelles cibles

thérapeutiques pour le traitement des glioblastomes.

2.2 Objectifs de recherche

Les objectifs de ce projet consistent & élucider I’impact des catéchines sur 1’induction
de la MT1-MMP médiée par la concanavaline A (conA), sur la capacité a inhiber
’activation de la proMMP2, essentielle a la dégradation de la MEC. Le dernier
objectif est I’identification des interactions possibles entre les molécules de la famille
des catéchines avec la MT1-MMP, elle méme, et certaines de ses partenaires (MMP-
2, TIMP2, MTCBP, LRP1-Cluster IV) par la résonance plasmonique de surface
(SPR).
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Capacités d’inhibitions potentielles des MMPs par les différentes catéchines.
Etant donné que I’inhibition de la MT1-MMP par ’EGCG a déja été rapportée, il

serait interessant d’évaluer I’effet d’autres catéchines sur les MMPs.
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ABSTRACT

Membrane type-1 matrix metalloproteinase (MT1-MMP) is a transmembrane
MMP which triggers intracellular signal transduction and which regulates
extracellular matrix proteolysis, two functions that are critical for tumor-associated
inflammation and angiogenesis. While green tea catechins, particularly
epigallocatechin gallate (EGCg), are considered very effective in the prevention of
various cancers, lack of structure-function studies and evidence regarding their direct
interactions with MT1-MMP-mediated biological activities remain. Here, we
assessed the impact of four ungallated green tea-derived catechins along with their
gallated analogs on MT1-MMP-mediated functions and molecular binding partners,
both in cellular and acellular conditions. Concanavalin-A (ConA) was used to
activate U87 glioblastoma cells and to trigger MT1-MMP-mediated proMMP-2
activation, MT1-MMP and endoplasmic reticulum stress biomarker GRP78
expression. We found that ConA-mediated MT1-MMP induction was inhibited by
EGCg and catechin gallate (Cg), GRP78 induction was inhibited by EGCg, Cg, and
gallocatechin gallate (GCg), whereas proMMP-2 activation was inhibited by EGCg
and GCg. Surface plasmon resonance was used to assess any direct interactions
between catechins and MT1-MMP interactors. We found that all four gallated:
catechins interacted better than their ungallated analogs with MT1-MMP as well as
with MT1-MMP binding partners MMP-2, TIMP-2, MTCBP-1 and LRP1-clusterIV.

Overall, this is the first structure-function evidence supporting a role for the galloyl
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moiety in both direct and indirect interactions of green tea catechins with MT1-

MMP-mediated oncogenic processes.
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INTRODUCTION

The use of various natural phytochemicals and dietary compounds in cancer
chemoprevention is believed to prevent the onset of pathophysiological processes
which regulate tumor growth (Kotecha et al., 2016). Epidemiological and pre-clinical
data, obtained through in vitro and in vivo animal studies, support the concept that
these compounds can modulate oncogenic signaling pathways or sensitize malignant
cells to cytotoxic agents (Kazi et al., 2002). Unfortunately, only a limited number of
these compounds have been tested in clinical trials often because of the lack of
structure-function molecular evidence supporting their capacity to interact with their
cellular targets and interfere with the associated biological processes (Maru et al.,

2016).

Besides several other polyphenolic compounds, the prophylactic and
therapeutic properties of tea have been attributed to green tea catechins and black tea
theaflavins (Darvesh and Bishayee, 2013). Whereas among natural compounds and
traditional Chinese medicines, tea polyphenols possess potent antioxidant and anti-
inflammatory properties which modulate several signaling pathways (Rahmani et al.,
2015), epigallocatechin gallate (EGCg) is one of the most studied active substances
and considered to act through diversified molecular mechanisms (Peter et al., 2016).
Its in vitro cellular effects were documented in numerous central nervous system

(CNS) cancer cell models including glioblastoma (Annabi et al., 2002; Annabi et al.,
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2005; Penaranda et al., 2016), pediatric brain tumor-derived medulloblastoma
(Pilorget et al., 2003), and in childhood primitive neuroectodermal brain tumors
(Didiano et al., 2004). Interestingly, EGCg combination with Temozolomide (Chen et
al., 2011), or with ionizing radiation (McLaughlin et al., 2006; Lecumberri et al,
2013) was found to contribute to enhanced therapeutic efficacy. Among the
molecular processes targeted by EGCg, these include inhibition of cell proliferation,
survival, in vitro endothelial cell tubulogenesis, pro-inflammatory intracellular
transducing events, as well as cell migration/invasion processes (Benelli et al., 2002).
In addition, EGCg was recently documented to alter the membrane bound matrix
metalloproteinase MT1-MMP functions in cancer cell invasion and survival
processes through the inhibition of its capacity to hydrolyze extracellular matrix
(ECM) components (Oku et al., 2003), to activate latent proMMP (Dell’Aica et al.,
2002), and to signal pro-angiogenic and pro-inflammatory intracellular events
involving Erk, RhoA/ROK, Src or JAK/STAT3 pathways (Maeda-Yamamoto et al.,

2003; Annabi et al., 2005; Zgheib et al., 2013).

While evidence suggests that the effects of EGCg are, in part, mediated
through its specific interaction with the 67 kDa laminin receptor (67LR) (Tachibana
et al., 2004), the molecular mechanism of action of most of the other catechins
remains unknown. Interestingly, the role of 67LR has led to the conclusion that
catechin (C), epicatechin (EC), and epigallocatechin (EGC) were unable to bind to

the 67LR (Tachibana et al., 2004). Unfortunately, much less information was
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provided with regards to the gallated catechins. It is yet unknown whether EGCg's
alternate structural analogs, that also contain the galloyl moiety, bind to the same
EGCg receptor. Initial structure-function studies have suggested galloyl moiety of
catechins to inhibit phorbol ester-induced MMP-9 and HuR expressions (Annabi et
al., 2007)', as well as to dictate fatty-acid synthase inhibition (Wang et al., 2003).
Whether any of these cate(fhins directly bind and interact with MT1-MMP itself or

interactors of MT1-MMP has however yet to be documented.

In the current study, we used.surface plasmon resonance (SPR) and compared
the potential direct interaction of four ungallated green tea-derived catechins to their
gallated equivalents towards either MT1-MMP or to several predicted interactors
such as matrix metalloproteinase-2 (MMP-2), tissue inhibitor of metalloproteinases
(TIMP)-2, MT1-MMP cytoplasmic tail-binding protein-1 (MTCBP-1), or low-
density-lipoprotein receptor-related protein-1 (LRP-1). Structure-function cellular
assays were also performed to address MT1-MMP-dependent processes involved in
proMMP-2 activation and in GRP78 induction upon ConA-activated U87

glioblastoma cells.
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EXPERIMENTAL PROCEDURES

Materials : Sodium dodecylsulfate (SDS) and bovine serum albumin (BSA)
were purchased from Sigma (Oakville, ON). Cell culture media was obtained from
Invitrogen (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 monoclonal antibody against
GRP78 was from New England Biolabs (Pickering, ON). The polyclonal antibody
against MT1-MMP was from Chemicon (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, 2 mM glutamine, 100 units/ml penicillin and

100 mg/ml streptomycin. Cells were incubated at 37°C with 95% air and 5% COs.

Immunoblotting procedures : Cells were lysed in a buffer containing 1 mM each

of NaF and Na3zVO,, and proteins from control and treated cells were separated by
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SDS-polyacrylamide gel electrophoresis (PAGE). After electrophoresis, proteins
were electrotransferred to polyvinylidene difluoride membranes which were then
blocked for 1 hour at room temperature with 5% non-fat dry milk in Tris-buffered
saline (150 mM NaCl, 20 mM Tris—HCI, pH 7.5) containing 0.1% Tween-20 (TBST).
Membranes were further washed in TBST and incubated with primary antibodies
(1/1,000 dilution) in TBST containing 3% BSA and 0.05% NaNj. The primary
antibody was removed by washing with TBST, followed by a 1 hour incubation with
horseradish peroxidase-conjugated anti-mouse IgG (1/5,000 dilution) in TBST
containing 5% non-fat dry milk. Immunoreactive material was visualized b);

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

Gelatin zymography : Gelatin zymography was used to assess the extent of
proMMP-2 gelatinolytic activity and activation status as previously described (Sina et
al., 2009). Briefly, an aliquot (20 pl) 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.
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Surface plasmon resonance (SPR) analysis : SPR analyses were performed using a
Biacore T200 instrument (GE Healthcare). LRP-cluster IV, TIMP-2, MMP-2, MT1-
MMP, and MTCBP-1 recombinant proteins (Fitzgerald industries international,
Acton, MA) were immobilized on a carboxymethylated dextran CMS 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. Recombinant protein solujtions
(20 pg/mL) were 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 catechins over the immobilized
recombinant proteins sensor chip was evaluated in HBS-N buffer at increased
concentrations (6.25 to 100 uM) at a flow rate of 20 pL/min. The sensor chip was
regenerated by injecting 20 uL 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 : Data are representative of three or more independent
experiments. Statistical significance was assessed using GraphPad Prism 5 software

with Student’s paired t-test. ¥P<(.05 was considered significant.



45

RESULTS

MT1-MMP interactors and structure of several green tea-derived catechins. MT1-
MMP possesses extracellular hydrolytic activities as well as intracellular cell
transducing functions in brain tumorigenesis (Ulasov et al.,, 2014). Among the
principal extracellular interactors predicted, MT1-MMP, proMMP-2 (MMP-2) and
TIMP-2 are well known to contribute to the formation of the ternary complex
required for optimal processing of latent inactive proMMP-2 into active MMP-2
(Sharabi et al., 2013) (Fig.1A). TIMP-1 was also documented to weakly interact with
MT1-MMP (Brew and Nagase, 2010; Ries, 2014). The cell surface low density
lipoprotein-related protein 1 (LRP1), as well as the intracellular partners Furin and
MTCBP-1 are believed to interact with the cytoplasmic domain of MT1-MMP, which
interaction could possibly modulate MT1-MMP’s signal transducing functions
(Strongin, 2010) (Fig.1A). In order to document the possible structure-function
interactions of catechins with any of these interactors, the structure of four ungallated
catechins (Fig.1B) as well as of four gallated equivalent catechins (Fig.1C) were

tested.

Impact of catechins on Concanavalin-A-induced expression of MTI-MMP and
GRP78, and on the activation of proMMP-2 in U87 glioblastoma cells. Despite the
evidence suggesting green tea catechins possess chemopreventive and anti-

inflammatory properties (Ravishankar et al., 2013), structure-function studies remain
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scarce. We decided to treat serum-starved U87 glioblastoma cells with Concanavalin-
A (ConA), a well-known in vitro inducer of MT1-MMP (Annabi et al., 2001; Sina et
al., 2010; Fig.2A) as well as of inflammation (Akla et al., 2012; Desjarlais et al.,
2014) and autophagy (Pratt et al., 2012; Yau et al., 2015), in the presence or absence
of eight different catechins. We found that among all compounds tested, EGCg and
Cg were the only two potent catechins to inhibit ConA-mediated induction of MT1-
MMP (Fig.2B). A slight non-statistically significant inhibitory effect (12-15%) was
also observed with GCg and ECg (Fig.2B). When ConA-mediated induction of the
inflammation and endoplasmic reticulum stress biomarker GRP78 expression was
monitored (Fig.3A), we found that EGCg, GCg, and Cg were the most potent
inhibitory catechins (Fig.3B). Finally, we further decided to monitor the impact of
catechins upon ConA-mediated proMMP-2 activation (Fig.4A), a process believed to
require the formation of a ternary MTl-MMP/TIl\/IP-2/p.roNﬂ\/JP-2 complex
(Holmbeck et al., 2004). We found that EGCg, ECg and GCg were the most efficient
catechins to prevent proMMP-2 activation as assessed by zymography of the
respective condition media harvested (Fig.4B). Collectively, we conclude
that multiple of the catechins bearing the galloyl moiety can efficiently alter either
ConA-mediated intracellular signaling that regulates MT1-MMP and GRP78
expression, or MT1-MMP-mediated activation of proMMP-2 within the extracellular
compartment of U87 glioblastoma cells. Whether any of these catechins could

directly bind to MT1-MMP interactors was next assessed.
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Direct interaction assessment by SPR between MTI-MMP interactors and
catechins. In order to address the molecular mechanism of action of catechins, we
hypothesized that they can directly target some of the MT1-MMP interactors. Thus,
through SPR biosensor technology, we first addressed catechin binding to
immobilized MT1-MMP. Representative sensograms show that none of the tested
native catechins which lack the galloyl moiety demonstrated any interaction with
MT1-MMP (Fig.5). Whereas, those four gallated catechins significantly interacted
with MT1-MMP, with EGCg showing the highest affinity among them. When
catechins binding was evaluated onto immobilized MMP-2 (Fig.6) or onto
immobilized TIMP-2 (Fig.7), we observed that gallated catechins again targeted
significantly those MT1-MMP interactors that contribute to the formation of the
ternary complex. Interestingly, MTCBP-1 was also found to significantly be targeted
by gallated catechins (Fig.8). Collectively, these observations suggest that potential
hierarchical catechin binding processes could potentiate the combined actions of
those gallated catechins. Whether, their binding interferes sequentially with either of
these interactors during the formation of the ternary complex remains to be

determined.
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DISCUSSION

In this study, we highlight for the first time the potential direct binding capacities
of green tea-derived catechins to MT1-MMP and to MT1-MMP interactors. Our
study further emphasizes on the importance of the galloyl moiety which impacts the
in vitro interaction capabilities of catechins towards MT1-MMP-mediated proMMP-2
activation process in a brain tumor cell model. Furthermore, we have been able to
rank catechins according to their structures and binding affinities (Fig.10A) towards
MT1-MMP and MT1-MMP interactors (Fig.10B). Such affinity ranking suggests a
hierarchical targeting from the catechins tested and further confirms their potential

synergistic and pleiotropic anti-cancer capabilities.

Aside from its canonical role in extracellular matrix (ECM) proteolysis, MT1-
MMP is also involved in transducing crucial intracellular signalling that may control
several processes related to cell mobilisation and survival (Annabi et al., 2003;
Meriane et al., 2006; Annabi et al., 2004). Recently, it was demonstrate that, as a
consequence of ConA acti\'lation, sequential Src kinase and JAK/STAT3 sigr;alling '
were required to upregulate CSF-2 and CSF-3 transcription, and that this necessitated
the contribution of MT1-MMP transduction through the crucial involvement of its
phosphorylable Tyr573 residue located within its 20-amino acid cytoplasmic domain

(Zgheib et al., 2013). In that study, the antiangiogenic, EGCG was able to abrogate
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both ConA- and MT1-MMP-induced JAK/STAT signalling, which effect adds-up to

current known EGCG’s pleiotropic chemopreventive properties.

Since its discovery, MT1-MMP has been extensively investigated and is now
among the best characterized MMPs. MT1-MMP has been implicated in various
physiological and pathological processes such as wound healing, bone development,
angjogenesis, inflammation, cancer invasion and metastasis (Beauvois, 2004), all of
which also involve the recruitment of circulating bone marrow-derived mesenchymal
stromal cells (Abarrategi et al., 2011). Although MT1-MMP primarily functions
immediately outside the cell surface, where it modifies the environment of the cell
(Moss et al., 2009), it is now suggested that alteration of signalling driven from the
ECM adhesion molecules or in response to chemokines can be transduced by MT1-
MMP, thereby influencing cellular functions (Gonzalo et al., 2010). Given its
capacity to interact with extracellular components that impact on intracellular
functions, a plausible mechanism may, upon extracellular complexation of MMP-
2/TIMP-2/MT1-MMP, trigger a potential conformational change in MT1-MMP
structure that would impact on its ability to relay intracellular signals. To validate
such an audacious hypothesis, one would need a complex structure-to-function study
with MT1-MMP deletion mutants within its catalytic, hemopexin, and hinge domains

all believed to recognize, anchor, and catalyze proMMP to MMP activation.
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Our current study also sheds light on the emerging importance of cell surface
modulators such as the naturally-occurring plant lectin Concanavalin-A (ConA). Such
lectin is used by the pharmaceutical industry as part of reliable in vitro cell functional
assays for studying biological systems ranging from mitogenicity to pro-
inflammatory cytokine production (Kanellopoulos et al., 1985; Ferriz-Martinez et al.,
2010). Given the recent use of the lectin ConA, a potent Toll-Like receptors TLR-2
and TLR-6 agonist (Zgheib et al., 2013), our study further supports the potential
targeting of green tea catechins towards existing crosstalk between TLRs and cancer
(Goutagny et al., 2012), angiogenesis (Grote et al., 2011) and inflammation (Kong
and Lee, 2011). Interestingly, ConA is well documented as also inducing MT1-MMP,
the expression of which has also been documented in all the above regulated
processes, similar to TLR involvement (Strongin, 2010; Arroyo et al., 2007). Our
current cellular and acellular approaches imply that EGCG inhibits both ConA- and
MT1-MMP-mediated signalling. In support of this, EGCG was already described as
inhibiting TLR-2 and TLR-4 signaling (Byun et al., 2011; Byun et al., 2012), as well
as the signaling that leads to diminished MT1-MMP gene expression (Annabi et al.,
2002)), and that alter signaling cascades that lead to Src and STAT3 phosphorylation
(Eisenach et al., 2010; Zgheib et al., 2013). Besides its impact on cancer progression
and angiogenesis, catechins-mediated inhibition of MTI1-MMP-regulated
transcriptional regulation of genes seems to also be among the functions of catechins
that may also impact on the expression of biomarkers in autophagy (37) as well as in

neuroinflammation (38).
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In conclusion, provided the IC50 values of EGCG we report in this study closely
approximate the reported plasmatic concentrations of ~1 uM (Yang et al., 1998;
Umegaki et al., 2001), with optimal pharmacological effects achieved at 30 uM, our
study puts emphasis on potential strategies aimed at targeting proangiogenic and
immunomodulatory functions of brain tumor cells, thereby preventing their invasive
phenotype. We provide the first molecular evidence that one such strategy therefore
makes use of the chemopreventive properties of diet-derived polyphenols such as
EGCG that may act through pharmacological targeting of the MTI1-MMP

extracellular and intracellular signaling.

Furthermore, we specifically investigated the in vifro targeting efficacy of the
chemopreventive and dietary-derived EGCG molecule on the NF-kB-mediated
transcriptional regulation of a panel of 89 biomarkers associated with promyelocytic
HL-60 differentiation into macrophages. NF-kB-mediated signalling during HL-60
macrophage differentiation was reversed by EGCG, in part through reduced IxB
phosphorylation, and led to the inhibition of moderately-to-highly expressed NF-xB
gene targets among which' the matrix metalloproteinase (MMP)-9 and the
cyclooxygenase (COX)-2 (Vezina et al., 2012). In contrast, EGCG exhibited low
efficacy in reversing NF-kB-regulated genes and showed selective antagonism
towards COX-2 expression while that of MMP-9 remained high in terminally-

differentiated macrophages. Decreased expression of the 67 kDa non-integrin
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Laminin Receptor in terminally-differentiated macrophages' may explain such
differential EGCG efficacy. Interestingly, green tea catechins containing a galloyl
group in the 3' position have also been shown to inhibit tissue factor-induced
thrombin generation (Cabrini et al., 2010), and to differentially regulate platelet
aggregation (Bamborough et al., 2010).- Noteworthy, whether the 67-kDa laminin
receptor (67LR), which was in fact found to be the EGCg cell surface receptor (Chen,
2011), provides the specificity and transduces the effects of the other catechins
containing the galloyl group in the 3’ position remains to be confirmed. In light of our
results, it is however tempting to hypothesize that the interaction between the galloyl
groups in the 3’ position of catechins with the cell surface 67LR would be responsible

for the specific downstream signaling.
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MT1-MMP, membrane type-1 matrix metalloproteinase, MTCBP-1, MT1-MMP
cytoplasmic tail-binding protein-1; SPR, surface plasmon resonance; TIMP-2, tissue

inhibitor of metalloproteinase-2; TNF, tumor necrosis factor
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FIGURE LEGENDS

Scheme of MT1-MMP predicted interactors and molecular structure of
green tea-derived catechins. A) Algorithm was used to identify MT1-MMP
interactors. MT1-MMP, membrane type-1 matrix metalloproteinase; MMP-2,
matrix metalloproteinase-2, MTCBP-1, MT1-MMP cytoplasmic tail-binding
protein-1; TIMP, tissue inhibitor of matrix metalloproteinase. Chemical
structure of B) ungallated catechins, and of C) equivalent gallated catechins
which were used in cellular and acellular assays.

Impact of catechins on Concanavalin-A-induced MT1-MMP expression
in U87 glioblastoma cells. Serum-starved U87 glioblastoma cells were
treated with 30 pg/ml ConA for 24 hours in the presence of 30 uM of each of
either the ungallated catechins (C, GC, EC, EGC) or with equivalent gallated
catechins (Cg, GCg, ECg, EGCg). A) Lysates were harvested upon treatment
and immunoblots performed as described in the Methods section. B) Scanning
densitometry was used to quantify the extent of ConA-mediated MT1-MMP

induction.

Impact of catechins on Concanavalin-A-induced GRP78 expression in

U87 glioblastoma cells. Serum-starved U87 glioblastoma cells were treated
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with 30 pg/ml ConA for 24 hours in the presence of 30 uM of each of either
the ungallated catechins (C, GC, EC, EGC) or with gallated catechins (Cg,
GCg, ECg, EGCg). A) Lysates were harvest'ed upon treatment and
immunoblots performed as described in the Methods section. B) Scanning
densitometry was used to quantify the extent of ConA-mediated GRP78

induction.

Impact of catechins on Concanavalin-A-induced proMMP-2 activation in
U87 glioblastoma cells. Serum-starved U87 glioblastoma cells were treated
with 30 pg/ml ConA for 24 hours in the presence of 30 uM of each of either
the ungallated catechins (C, GC, EC, EGC) or with gallated catechins (Cg,
GCg, ECg, EGCg). A) Conditioned media were harvested upon treatment and
gelatin zymography performed as described in the Methods section. B)
Scanning densitometry of the zymograms was used to quantify the extent of

ConA-mediated proMMP-2 activation.

Direct interaction assessment by SPR between MT1-MMP and catechins.
Recombinant MT1-MMP was immobilized on CMC ships and increasing
amounts of different catechins assessed for interaction by SPR as described in

the Methods section. Representative sensograms are shown.



Fig.6 :

Fig.7:

Fig.8 :

Fig.9:

Fig.10 :

70

Direct interaction assessment by SPR between MMP-2 and catechins.
Recombinant MMP-2 was immobilized on CMC ships and increasing
amounts of different catechins assessed for interaction by SPR as described in

the Methods section. Representative sensograms are shown.

Direct interaction assessment by SPR between TIMP-2 and catechins.
Recombinant TIMP-2 was immobilized on CMC ships and increasing
amounts of different catechins assessed for interaction by SPR as described in

the Methods section. Representative sensograms are shown.

Direct interaction assessment by SPR between MTCBP-1 and catechins.
Recombinant MTCBP-1 was immobilized on CMC ships and increasing
amounts of different catechins assessed for interaction by SPR as described in

the Methods section. Representative sensograms are shown.

Direct interaction assessment by SPR between LRP-1 and catechins.
Recombinant LRP1-cluster IV (LRP1-C4) was immobilized on CMC ships
and increasing amounts of different catechins assessed for interaction by SPR

as described in the Methods section. Representative sensograms are shown.

Kd constants and catechins affinity ranking towards MT1-MMP

interactors. Some of recombinant MT1-MMP interactors were immobilized



7d

on CMC ships and increasing amounts of different catechins assessed for
interaction by SPR as described in the Methods section. A) Kd constants were
derived from representative sensograms, and B) affinity ranking towards the
immobilized proteins depicted from catechins with low affinity to high

affinity catechins. The gallated catechins were grouped into shadowed grey.
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Figure.1
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Figure.2
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Figure.3
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Figure.4
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Figure.5

Sensograms of catechins binding to MT1-MMP
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Figure.6

Sensograms of catechins binding to MMP-2
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Figure.7 '

Sensograms of catechins binding to TIMP-2
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Figure.8

Sensograms of catechins binding to MTCBP-1
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Figure.9

Sensograms of catechins binding to LRP1-C4
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Figure.10
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CHAPITRE 1V

DISCUSSION

Le cancer suscite a ce jour un énorme défi incitant a 1’avancement de la recherche et &
la mise au point d’approches thérapeutiques plus efficaces. Représentant plus de 50%
de I’ensemble des tumeurs cérébrales, les gliomes sont les plus invasifs et les plus
répandus chez 1’adulte. Le traitement des tumeurs cérébrales repose actuellement sur
I’ablation de la tumeur (chirurgie), la radiothérapie et la chimiothérapie. Toutefois,
les mécanismes impliqués au niveau de la résistance a la radiothérapie ou a la
chimiothérapie des cellules tumorales cérébrales restent & ce jour méconnus. La
participation de la MT1-MMP a été clairement mise en évidence comme un acteur
moléculaire important dans la résistance des cellules de gliomes. Or, un traitement
avec des molécules anticancéreuses ciblant la fonction catalytique ou signalétique de
la MT1-MMP pourrait agir conjointement avec la radiothérapie, afin d’optimiser
I’efficacité des traitements des cellules de gliomes. La présente étude a permis pour la
premiére fois d’évaluer ’affinité des catéchines avec différentes MMPs et substrats
de la MT1-MMP, ainsi que leur capacité & inhiber la fonction catalytique de la MT1-

MMP au niveau des cellules de glioblastomes humains.

Les résultats, peu concluants, a ce jour, des inhibiteurs synthétiques ciblant la
fonction des MMPs solubles dans des essais cliniques alertent I’importance de mieux
connaitre les mécanismes d’action des' MMPs impliquées dans la progression du
cancer cérébral (Zucker et Cao, 2009). Les MMPs représentent une cible de choix
dans le développement de nouveaux médicaments puisqu’elles contribuent

directement au caractére invasif des tumeurs (Zucker et Cao, 2009).
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Un criblage pharmacologique efficace des fonction catalytiques et ‘signalétiques de la
MT1-MMP passe par une meilleure compréhension des interactions moléculaires
menant a différents processus moléculaires impliqués dans la progression tumorale.
Une stratégie efficace contrant la progression tumorale semblerait étre 1’inhibition des
mécanismes d’inflammation (Cabodi et Taverna, 2010). Ainsi, il serait envisageable
d’avoir une régulation de la réponse inflammatoire et ce dans une approche anti-
tumorigéne (Schetter et al, 2010). L’utilisation de substances a la fois anti-
inflammatoires et anti-oxydantes est donc nécessaire au freinage de la progression du
cancer (Gupta, 2010). L’épigallocatéchine 3-gallate (EGCG), un polyphénol
prédominant retrouvé dans le thé vert, est le phytoélément chimio-préventif le plus
étudié. Cette molécule nutraceutique est reconnue pour ses proprié€tés anticancéreuses
(Pan et al, 2011). Des études précédentes ont démontré que I’EGCG peut moduler les
voies de transduction de signaux impliquées au niveau de la prolifération, de
I’inflammation, de I’apoptose et de I’invasion cellulaire cernant ainsi plusieurs étapes
de la cancérogenése. L’étude rapportée dans le présent mémoire met en évidence la
capacité potentielle des catéchines, polyphénols du thé vert, & interagir avec une
métalloprotéase membranaire, la MT1-MMP, ainsi que les divers partenaires de cette
derniére soit, une métalloprotéase matricielle (MMP-2), un inhibiteur tissulaire de
métalloprotéases (TIMP-2), une protéine de liaison a la queue cytoplasmique de
MT1-MMP (MTCBP) et une lipoprotéine a faible densité (LRP1-Cluster IV). Cette
étude permet, pour la premiére fois, de mesurer les interactions possibles et ainsi
mettre en évidence les capacités de liaison directe des catéchines avec des protéines
impliquées dans la progression du cancer. Afin d’atteindre notre objectif principal,
nous avons fait appel a la résonance plasmonique de surface. Une telle méthode, trés
efficace dans la mesure des interactions entre biomolécules non marquées, nous a
permis d’extraire des constantes de dissociation révélant ainsi 1’affinité potentielle de
chaque molécule de la famille des catéchines envers MT1-MMP, MMP-2, TIMP-2,
MTCBP et LRP1-Cluster IV.
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En premier lieu, cette étude avait pour objectif d’évaluer 1’impact des catéchines
dérivées du thé vert sur les fonctions de MT1-MMP et ses partenaires de liaison
moléculaire par une approche cellulaire. En effet, grace a la Concanavaline A
(ConA), une lectine végétale naturelle, les cellules de glioblastomes U87 sont
activées en déclenchant ’activation de la proMMP2 médiée par MT1-MMP, MT1-
MMP et I’expression du biomarqueur de stress du réticulum endoplasmique GRP78.
Ainsi, il est possible de constater que I’induction de la MT1-MMP médiée par la
ConA est inhibée par I’EGCG et la catéchine gallate (CG). Un léger effet inhibiteur
sur 1’expression de MT1-MMP est constaté avec le GCG et I’ECG, cependant, il est

statistiquement non significatif.

L’induction de I’inflammation et I’expression du biomarqueur de stress du réticulum
endoplasmique (GRP78) induites par la conA ont également été observées. En effet,
I’induction de GRP78 est inhibée par I’'EGCG, le CG et le GCG. En ce qui concerne
[’activation de la proMMP2, cette dernicre est inhibée par ’EGCG, I’ECG et le GCG.
Le processus d’activation de la proMMP2 nécessite la formation d’un complexe
ternaire MT1-MMP/TIMP2/proMMP2 essentielle a la progression du cancer
(Holmbeck et al, 2004). Collectivement, la plupart des catéchines portant un fragment
gallate peuvent considérablement modifier soit la signalisation intracellulaire qui
régule MT1-MMP induite par la conA, I’expression de GRP78 biomarqueur de stress
du réticulum endoplasmique, ainsi qu’au niveau des processus d’activation de la

proMMP?2 dans les cellules glioblastomes U87.

En second lieu, une évaluation en temps réel de la phase d’association et de la phase
de dissociation des catéchines avec MT1-MMP, lui méme, ou ses partenaires permet
de générer des sensogrammes. Selon ceux-ci, les molécules EGCG, GCG, ECG et
CG, sembleraient avoir une grande affinité avec les protéines immobilisées, soit
MT1-MMP, MMP-2, TIMP-2, MTCBP et LRP1-Cluster IV par rapport aux autres

molécules qui ne montrent pas s’association avec MT1-MMP, lui méme, ou avec ses
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partenaires. Il est constatable selon le tableau des constantes (Kd en nM), que la
molécule EGCG a une affinité de liaison avec un Kd de 95nM pour MT1-MMP, ce
qui confirme que '’EGCG est une molécule de liaison &8 MT1-MMP. De plus,
I’EGCG et le GCG ont des affinités de liaison avec un Kd de 135nM et 98nM,
respectivement, pour MMP-2. Ainsi, selon les valeurs de Kd, 1a molécule GCG aurait
une plus grande affinité que la molécule EGCG pour MMP-2. Ceci, peut étre
expliqué par la phase de dissociation de ’EGCG avec MMP-2 qui n’a pas été aussi
bien effectuée que la phase de dissociation du GCG qui, elle, se dissocie parfaitement
de MMP-2. En ce qui concerne la protéine TIMP-2, elle présente, dans I’ensemble,
des valeurs de Kd relativement faibles, signifiant que les catéchines auraient
probablement une plus grande affinité pour cette protéine. En effet, les molécules CG,
ECG, EGCG, et GCG ont respectivement un Kd de 47, 76, 47, et 52nM pour la
protéine TIMP-2. Pour ce qui est des substrats de MT1-MMP, la seule molécule
ayant un Kd significatif par rapport aux autre molécules est ’EGCG, en effet, son
affinité de liaison avec MTCBP est décrite par un Kd de 4,1nM. De plus, ’EGCG et
le GCG ont également une affinité de liaison pour LRP1-Cluster IV avec des Kd de
9,5 et 8,9nM, respectivement.

De fagon globale, lorsque les quatres catéchines, présentant un groupement gallate
dans leur structure sont considérées, leurs interactions pour MT1-MMP sont
significatives, avec la molécule EGCG ayant la plus forte affinité de liaison. Lorsque
la liaison des catéchines est évaluée sur MMP2 ou sur TIMP2, les catéchines ayant un
fragment gallate ciblent ces partenaires de MT1-MMP, contribuant ainsi a la
formation du complexe ternaire. De fagon surprenante, les catéchines avec fragment
gallate semblent également cibler MTCBP de maniére significative. Collectivement,
ces observations suggérent que les mécanismes de liaison des catéchines pourraient
privilégier celles qui possédent un groupement gallate au niveau de leur structure

chimique.
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En somme, le biocapteur de la MT1-MP a été utilisé avec succés pour cartographier
l'interaction entre les catéchines et MT1-MMP par la résonance plasmonique de
surface, en fournissant les détails de structure et de cinétique des interactions entre les
catéchines et MT1-MMP. La compréhension des interactions entre ces biomolécules
importantes au niveau moléculaire est d'une importance fondamentale pour le
développement d'agents thérapeutiques hautement spécifiques. Le plus remarquable
dans ces résultats est la concprdance entre les affinités de liaison des molécules
dérivées du thé vert avec 1’effet inhibiteur de ces mémes molécules sur MT1-MMP,
GRP78 et sur I’activation de la MMP-2. Ces molécules, CG, ECG, EGCG et GCG se
lient différemment selon les protéines a 1’étude avec des affinités de liaisons
variables. Pour la molécule ECG, I’affinité est similaire pour TIMP-2 et MTCBP. La
molécule GCG, a une bonne affinité avec MMP-2, TIMP-2 et LRP1-Cluster IV. La
catéchine qui se démarque est ’'EGCG, celle-ci se lie efficacement &8 MT1-MMP,
MMP-2, TIMP-2, MTCBP, et LRP1-Cluster IV par rapport aux autres catéchines.
Ces catéchines ont en commun un aspect non négligeable, au niveau de leur structure
moléculaire, qui présente un groupement gallate. Ce groupement gallate semble leur

apporter une structure essentielle a la liaison aux MMPs et & leurs substrats.

L’EGCG a la capacité d’interagir a la surface des cellules avec des récepteurs
protéiques. En effet, une interaction spécifique de I’EGCG avec le 67LR, récepteur a
la laminine, est responsable de I’inhibition de la croissance des cellules de carcinomes
pulmonaires (Tachibana et al, 2004). De plus, il semblerait que la catéchine (C),
1’épicatéchines (EC) et 1’épigallocatéchine (EGC) sont incapables de se lier au 67LR
(Tachibana et al, 2004). Toutefois, le mécanisme d’action des catéchines ayant un
groupement gallate demeure inconnu. De précédentes études structure-fonction ont
suggéré I’inhibition des esters de phorbol induite par I’expression de MMP-9 et HuR,
par le groupement gallate des catéchines (Annabi et al, 2007). Les interactions
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directes de ces catéchines avec MT1-MMP, lui méme, ou avec ses partenaires restent

malheureusement peu documentées.

Les multiples propriétés thérapeutiques que possédent les catéchines ont déja été
rapportées. Ces effets thérapeutiques sont décrits comme préventifs sur 1’obésité et
sur les maladies cardiovasculaires et ce pour la forme d’une catéchine isolée et la
forme d’extrait de thé vert dont elles proviennent majoritairement. De plus, elles
possédent des effets antioxydants, anticarcinogénes, antibactériens ou antiviraux
(Khan et al., 2007). Le mode d’action des catéchines varie selon ’effet. Ainsi, leur
effet anti-carcinogénicité dans le cas du cancer du sein ou de la prostate est lié a la
cytotoxicité de ’EGCG sur les cellules cancéreuses (Stuart et al, 2006). Les
différentes propriétés physico-chimique des catéchines sont bien décrites. Cependant,
leurs liens avec D’activité biologique et les effets sur la santé demeurent encore
méconnus. Ainsi, la connaissance de ces propriétés reste encore a approfondir afin de

mieux connaitre leurs effets.



CHAPITRE V

CONCLUSION ET PERSPECTIVES

L’étude réalisée dans le cadre du présent mémoire avait pour but de mieux élucider
les caractérisques structurales et fonctionnelles de MT1-MMP en relation avec les
catéchines. Nous rapportons pour la premicre fois, les intéractions potentielles des
catéchines dérivées du thé vert avec une MMP transmembranaire, MT1-MMP,
responsable de déclencher une transduction de signal intracellulaire et extracellulaire
qui régule la protéolyse de la MEC, essentielle dans les processus d’inflammation et
d’angiogeneése associée aux tumeurs. En effet, nous avons évalué 1’effet inhibiteur de
quatres catéchine possédant un groupement gallate, dérivés du thé vert, sur des
fonctions induites par MT1-MMP et leurs partenaires de liaison moléculaire, dans des
conditions cellulaires sur des cellules U87 et des conditions acellulaires griace a la
résonance plasmonique de surface. La fonction gallate, dont disposent certaines
catéchines, semblerait étre impliquée dans I’inhibition de la MT1-MMP, 1’inhibition
du biomarqueur GRP78, ainsi que sur les fonctions protéolytiques de MT1-MMP.

Ainsi donc, a la suite de ces résultats, une premiére preuve structure-fonction est
émise soutenant un rdle que pourrait avoir le groupement gallate des catéchines dans
les processus oncogéniques impliquant la MT1-MMP. De plus en plus de thérapies
anti-cancéreuses sont concernées par l’utilisation des inhibiteurs synthétiques des
MMPs tout en les combinant avec les traitements de chimiothérapie et de
radiothérapie habituels. Les molécules telles que les catéchines du thé vert pourraient
étre une option envisageable dans le but de prévenir et d’améliorer le traitement des

glioblastomes.
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